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ABSTRACT
VASCULAR SMOOTH MUSCLE CELL DEVELOPMENT AND DEGENERATION 
IN VITRO : AN ULTRASTRUCTURAL AND HISTOCHEMICAL STUDY
t>y
THOMAS NAHUM NIGHT
U l t r a s t r u c t u r a l  an d  h i s t o c h e m i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  
c u l t u r e d  v a s c u l a r  sm oo th  m u s c le  c e l l s  f rom  a t h e r o s c l e r o s i s -  
s u s c e p t i b l e  White  C a r n e a u  and  a t h e r o s c l e r o s i s - r e s i s t a n t  Show 
R a c e r  p i g e o n s  w ere  d e s c r i b e d .  P a r t i a l l y  d i f f e r e n t i a t e d  
sm oo th  m u s c le  c e l l s  d e r i v e d  f ro m  a o r t a s  o f  1 8 - d a y  p i g e o n  
embryos d e d i f f e r e n t i a t e  d u r i n g  t h e  f i r s t  5 d a y s  i n  p r i m a r y  
m o n o la y e r  c u l t u r e  g i v i n g  r i s e  t o  u n d i f f e r e n t i a t e d  c e l l s  i n  
t h e  a r e a  o f  new g r o w t h .  D u r i n g  s u b s e q u e n t  p e r i o d s  o f  c u l t u r e  
( 5 - 2 4  d a y s ) ,  v a r i o u s  s t a g e s  o f  sm ooth  m u s c le  c e l l  d e v e l o p m e n t  
w e re  o b s e r v e d .  S t r u c t u r a l  c h a n g e s  I n  t h e  o r g a n e l l e s  d u r i n g  
t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e s e  c e l l s  w e re  d e s c r i b e d  w i t h  e m p h a s i s  
on sm oo th  m u s c le  m y o f i b r l l l o g e n e s l s .  T h i s  p r o c e s s  was com­
p a r e d  w i t h  s k e l e t a l  m u s c le  m y o f i b r l l l o g e n e s l s .  The p r o g r e s ­
s i v e  f o r m a t i o n  o f  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  i n  t h e  m o n o l a y e r  
c u l t u r e s  was  a l s o  c o n s i d e r e d .
Smooth m u s c le  c e l l s  f r o m  a t h e r o s c l e r o s i s - s u s c e p t i b l e  
W hite  C a r n e a u  a o r t a s  f r e q u e n t l y  a c c u m u l a t e  l i p i d  a n d  d e g e n ­
e r a t e  f o l l o w i n g  r e d l f f e r e n t l a t i o n  i n  v i t r o . P r i o r  t o  l i p i d  
a c c u m u l a t i o n ,  c u l t u r e d  W hite  C a r n e a u  v a s c u l a r  sm oo th  m u s c le
v l i
c e l l s  c o n t a i n  e x t e n s i v e ,  d i l a t e d  c l s t e m a e  o f  g r a n u l a r  e n d o ­
p l a s m i c  r e t i c u l u m  w h i l e  s i m i l a r  c e l l s  f rom  Show H a c e r  p i g e o n s  
l a c k  s u c h  d i l a t i o n s .  S u b s e q u e n t l y ,  c e l l s  f ro m  t h e  s u s c e p t i b l e  
b r e e d  a c c u m u l a t e  l i p i d  d r o p l e t s  and f o r m  foam c e l l s .  T h i s  
p r o c e s s  was shown t o  i n v o l v e  t h e  m em branes  o f  t h e  g r a n u l a r  
and a g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m .  U l t r a s t r u c t u r a l  com­
p a r i s o n s  b e tw e e n  l i p i d  a c c u m u l a t i o n  i n  sm ooth  m u s c le  c e l l s  
I n  v i t r o  and  I n  v i v o  w e re  d e s c r i b e d  a n d  o b s e r v a t i o n s  s u g g e s t  
t h a t  some o f  t h e  l i p i d  a c c u m u l a t e d  i n  v i t r o  I s  b i o s y n t h e s i z e d .  
C u l t u r e d  v a s c u l a r  sm ooth  m u s c le  c e l l s  f r o m  r f h l t e  C a r n e a u  and  
Show R a c e r  p i g e o n s  were  p r e s e n t e d  a s  a  model  f o r  d e t e r m i n i n g  
t h e  m e c h a n i s m ( s )  o f  l i p i d  a c c u m u l a t i o n  d u r i n g  a t h e r o g e n e s l s .
H i s t o c h e m i c a l  e v i d e n c e  d e m o n s t r a t e d  t h a t ,  i n  a d d i t i o n  
t o  l i p i d ,  g l y c o s a m i n o g l y c a n s  (GAG) a c c u m u l a t e  i n  c u l t u r e d  
v a s c u l a r  sm ooth  m u sc le  c e l l s  f r o m  a t h e r o s c l e r o s i s - s u s c e p t i b l e  
w h i t e  C a r n e a u  p i g e o n s ,  rfhen t h e  d e g r e e s  o f  GAG and  l i p i d  
i n v o l v e m e n t  w e r e  co m pared  t h r o u g h o u t  a  2 4 - d a y  c u l t u r e  p e r i o d ,  
i n t r a c e l l u l a r  GAG was fo u n d  t o  p r e c e d e  t h e  a p p e a r a n c e  o f  
l i p i d  v a c u o l e s ,  a n d ,  a s  l i p i d  a c c u m u l a t e d ,  b o t h  GAG and  l i p i d  
c o - e x i s t e d  w i t h i n  t h e  v a c u o l e s ,  F u r t h e r m o r e ,  t f h i t e  C a r n e a u  
c u l t u r e s  c o n t a i n  s i g n i f i c a n t l y  more i n t r a c e l l u l a r  GAG t h a n  
c o r r e s p o n d i n g  ohow R a c e r  c u l t u r e s  b o t h  p r e c e d i n g  a n d  s u b ­
s e q u e n t  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  l i p i d  v a c u o l e s .  A r e l a t i o n s h i p  
b e tw e e n  i n t r a c e l l u l a r  GAG, l i p i d  and  a t h e r o s c l e r o t i c  s u s c e p ­
t i b i l i t y  i s  p r o p o s e d .
v i i i
INTRODUCTION
O nly  w i t h i n  t h e  l a s t  10 y e a r s  h a s  t h e  i m p o r t a n c e  o f  
t h e  v a s c u l a r  sm oo th  m u s c le  c e l l  i n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  
a t h e r o s c l e r o t i c  l e s i o n  b e e n  r e a l i z e d .  The m a j o r i t y  o f  t h e  
a r t e r i a l  w a l l  c o n s i s t s  o f  c i r c u m f e r e n t i a l l y - o r i e n t e d  sm oo th  
m u sc le  c e l l s  s e p a r a t e d  by e l a s t i c  l a m e l l a e  and  c o l l a g e n  f i b e r s  
i n  a  m a t r i x  o f  g l y c o s a m i n o g l y c a n s  ( l ) .  D u r in g  t h e  e a r l y  
s t a g e s  o f  l e s i o n  d e v e l o p m e n t ,  t h e  num ber  o f  sm oo th  m u sc le  
c e l l s  I n c r e a s e s  i n  t h e  a r t e r i a l  I n t i m a  and c a u s e s  a  f o c a l  
t h i c k e n i n g  i n  t h e  b lo o d  v e s s e l  w a l l  ( 2 ) .  S u b s e q u e n t l y ,  
sm ooth  m u s c l e  c e l l s  u n d e r g o  d e g e n e r a t i v e  c h a n g e s ,  a c c u m u l a t e  
l i p i d ,  a n d  l y s e ,  g i v i n g  r i s e  t o  t h e  a t h e r o m a t o u s  p l a q u e .  
A l t h o u g h  t h e  i n v o l v e m e n t  o f  t h e  sm o o th  m u s c l e  c e l l  i n  t h e  
p a t h o l o g y  o f  t h i s  d i s e a s e  I s  w e l l  d o c u m e n te d ,  i d e n t i f i c a t i o n  
o f  t h e  f a c t o r ( s )  w h i c h  i n i t i a t e s  sm oo th  m u s c le  c e l l  d e g e n e r a ­
t i o n  h a s  n o t  y e t  b e e n  p o s s i b l e .
S i n c e ,  w i t h i n  a  g i v e n  a n i m a l  s p e c i e s  c e r t a i n  b r e e d s  
a r e  more s u s c e p t i b l e  t o  a t h e r o s c l e r o s i s  t h a n  o t h e r s ,  t h i s  
d i s e a s e  i s  b e l i e v e d  t o  h a v e  a  g e n e t i c  b a s i s  ( 3 ) .  I t  h a s  b e e n  
h y p o t h e s i z e d  t h a t  a t h e r o s c l e r o s i s  r e s u l t s  f rom  a n  i n h e r i t e d  
m e t a b o l i c  d e f e c t  w h ic h  i s  p r e s e n t  w i t h i n  sm ooth  m u s c le  c e l l s  
o f  a r t e r i e s  o f  s u s c e p t i b l e  i n d i v i d u a l s  ( 4 ) .  Many e n v i r o n ­
m e n t a l  f a c t o r s  s u c h  a s  d i e t ,  b l o o d  l i p i d s ,  s t r e s s ,  and  hemo­
d y n a m ics  r e p o r t e d l y  i n f l u e n c e  ( b u t  a r e  n o t  t h e  p r i m a r y  c a u s e  
o f )  sm oo th  m u s c le  c e l l  d e g e n e r a t i o n  I n  t h e  i n t a c t  a o r t a ;  
t h e r e f o r e ,  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  p o s t u l a t e d  m e t a b o l i c  d e f e c t
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2u s i n g  i n  v i v o  e x p e r i m e n t a l  s y s t e m s  h a s  p r o v e n  d i f f i c u l t .  I n  
a n  a t t e m p t  t o  i d e n t i f y  t h e  g e n e t i c  d e f e c t  by i s o l a t i n g  
a r t e r i a l  c e l l s  f r o m  t h e s e  c o m p l i c a t i n g  e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s ,  
a o r t a  c e l l  c u l t u r e s  f ro m  a t h e r o s c l e r o s i s - s u s c e p t i b l e  t f h i t e  
C a rn e a u  a n d  a t h e r o s c l e r o s i s - r e s i s t a n t  Show R a c e r  p i g e o n s  were  
d e v e l o p e d  ( 5 ) .  S u b s e q u e n t  s t u d i e s  u s i n g  t h i s  e x p e r i m e n t a l  
s y s t e m  h a v e  shown t h a t  s i m i l a r  m e t a b o l i c  and  b i o c h e m i c a l  
p a t t e r n s  e x i s t  b e tw e e n  c u l t u r e d  a o r t a  c e l l s  and  c e l l s  p r e s e n t  
i n  d e v e l o p i n g  a t h e r o s c l e r o t i c  l e s i o n s  i n  v i v o  ( 6 - 8 ) .  However ,  
m o r p h o l o g i c a l  c o m p a r i s o n s  b e tw e e n  c e l l s  i n  v i v o  a nd  c e l l s  i n  
v i t r o  h a v e  n o t  b e en  r e p o r t e d .
The f i r s t  p a r t  o f  t h i s  i n v e s t i g a t i o n  p r e s e n t s  t h e  
u l t r a s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  d e v e l o p i n g  v a s c u l a r  sm oo th  
m u s c le  c e l l s  g rown i n  p r i m a r y  c u l t u r e  f o r  24  d a y s  a n d  c o m p a res  
t h e s e  c h a r a c t e r i s t i c s  w i t h  t h o s e  p r e s e n t  i n  c e l l s  o f  t h e  
a o r t a  i n  v i v o .  I t  was f o u n d  t h a t  e m b r y o n ic  sm o o th  m u s c le  
c e l l s  d e v e l o p  i n  v i t r o  i n  a  m an n e r  s i m i l a r  t o  t h e i r  d e v e l o p ­
ment  i n  v i v o  and  a r e  p a r t i a l l y  o r  f u l l y  m a t u r e  by  16 d a y s  i n  
c u l t u r e .  S i n c e  n o  d e t a i l e d  d e s c r i p t i o n  o f  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  
v a s c u l a r  sm oo th  m u sc le  c e l l s  h a s  b e e n  p r e s e n t e d  e i t h e r  i n  
v i v o  o r  i n  v i t r o , t h e  f i r s t  s e c t i o n  i s  d e v o t e d  t o  a  d e s c r i p ­
t i o n  o f  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h i s  c e l l  t y p e  a n d  t o  c h a n g e s  
a s s o c i a t e d  w i t h  i t s  g r o w t h  i n  m o n o l a y e r  c u l t u r e .
The s e c o n d  s e c t i o n  d e s c r i b e s  t h e  u l t r a s t r u c t u r a l  
c h a n g e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  l i p i d  by t h e s e  
c u l t u r e d  c e l l s  a n d  c o m p a r e s  them  w i t h  t h o s e  c h a n g e s  t h a t  a r e  
p r e s e n t  I n  sm oo th  m u s c le  c e l l s  o f  d e v e l o p i n g  a r t e r i a l  l e s i o n s .
3The r e s u l t s  d e m o n s t r a t e  a  r e m a r k a b l e  s i m i l a r i t y  b e tw e e n  i n  
v i v o  and  i n  v i t r o  c e l l u l a r  d e g e n e r a t i o n  and  e s t a b l i s h  t h e  
m e r i t  o f  t h i s  c u l t u r e  s y s t e m  a s  a m odel  f o r  f u r t h e r  s t u d i e s  
d e s i g n e d  t o  i n v e s t i g a t e  c e l l u l a r  m ech an ism s  o f  a t h e r o g e n e s i s .
Once t h e  m o r p h o l o g i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h i s  c e l l  
c u l t u r e  s y s t e m  had  b e e n  e s t a b l i s h e d ,  a  h i s t o c h e m l c a l  s t u d y  
was c o n d u c t e d  t o  d e t e r m i n e  w h e t h e r  g l y c o s a m i n o g l y c a n s ,  a  
c o n s t i t u e n t  o f  t h e  b l o o d  v e s s e l  w a l l  w h ic n  h a v e  b e e n  i m p l i ­
c a t e d  i n  a t h e r o g e n e s i s  ( 9 ) ,  w e re  r e l a t e d  t o  i n t r a c e l l u l a r  
l i p i d  a c c u m u l a t i o n  and  t o  a t h e r o s c l e r o t i c  s u s c e p t i b i l i t y .
T h i s  t h e s i s  h a s  b e e n  w r i t t e n  i n  t h e  fo rm  o f  t h r e e  
s e p a r a t e  m a n u s c r i p t s .  The f i r s t  s e c t i o n  d e s c r i b i n g  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  v a s c u l a r  sm ooth  m u s c le  c e l l s  w i l l  be s u b m i t t e d  
t o  D e v e l o p m e n t a l  B i o l o g y . The s e c o n d  s e c t i o n ,  a  d e s c r i p t i o n  
o f  t h e  o r g a n e l l e  c h a n g e s  a s s o c i a t e d  w i t h  l i p i d  a c c u m u l a t i o n  
i n  a t h e r o s c l e r o s i s - s u s c e p t i b l e  v a s c u l a r  sm oo th  m u s c le  c e l l s ,  
w i l l  be s u b m i t t e d  t o  E x p e r i m e n t a l  and  M o l e c u l a r  P a t h o l o g y .
The t h i r d  s e c t i o n ,  a h i s t o c h e m l c a l  s t u d y  d e s c r i b i n g  t h e  r o l e  
o f  i n t r a c e l l u l a r  g l y c o s a m i n o g l y c a n s  i n  l i p i d  a c c u m u l a t i o n  and  
a t h e r o s c l e r o t i c  s u s c e p t i b i l i t y ,  w i l l  be s u b m i t t e d  t o  
A t h e r o s c l e r o s i s .
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ABSTRACT
M a t u r a t i o n  o f  p i g e o n  v a s c u l a r  sm ooth  m u s c le  c e l l s  
h a s  b e e n  e xam in ed  i n  v i t r o  a t  t h e  f i n e  s t r u c t u r a l  l e v e l .  
P a r t i a l l y  d i f f e r e n t i a t e d  sm ooth  m u s c le  c e l l s  d e r i v e d  f ro m  
a o r t a s  o f  1 8 - d a y  p i g e o n  em bryos  a p p e a r  t o  d e d i f f e r e n t i a t e  
d u r i n g  t h e  f i r s t  5 d a y s  i n  p r i m a r y  m o n o l a y e r  c u l t u r e  g i v i n g  
r i s e  t o  u n d i f f e r e n t i a t e d  c e l l s  i n  t h e  a r e a  o f  new g r o w t h .  
D u r in g  s u b s e q u e n t  p e r i o d s  o f  c u l t u r e  (5  t o  24  d a y s ) ,  v a r i o u s  
s t a g e s  o f  sm oo th  m u s c le  c e l l  d e v e l o p m e n t  a r e  o b s e r v e d .  
S t r u c t u r a l  c h a n g e s  i n  t h e  o r g a n e l l e s  d u r i n g  t h e  d e v e l o p m e n t  
o f  t h e s e  c e l l s  a r e  d e s c r i b e d  w i t h  e m p h a s i s  on sm ooth  m u s c le  
m y o f l b r l l l o g e n e s i s .  The p r o g r e s s i v e  f o r m a t i o n  o f  e x t r a ­
c e l l u l a r  m a t r i x  i n  t h e  m o n o l a y e r  c u l t u r e s  i s  c o n s i d e r e d ,  a n d ,  
m y o g e n e s i s  i n  sm ooth  m u s c le  i s  c o m pared  w i t h  t h a t  i n  s k e l e t a l  
m u s c l e •
v
INTRODUCTION
The a b i l i t y  o f  e m b r y o n ic  c e l l s  t o  d i f f e r e n t i a t e  i n  
v i t r o  h a s  l e d  t o  t h e  u s e  o f  c e l l  c u l t u r e  i n  t h e  s t u d y  o f  
c y t o d i f f e r e n t i a t i o n  ( G r o b s t e i n ,  1 9 5 9 ) .  When c e l l s  a r e  r e ­
moved f ro m  a n  o r g a n i s m  and  p l a c e d  i n  c u l t u r e ,  t h e y  i n i t i a l l y  
u n d e r g o  b o t h  a  m o r p h o l o g i c a l  a n d  b i o c h e m i c a l  r e v e r s i o n  t o  a  
more p r i m i t i v e  o r  u n d i f f e r e n t i a t e d  s t a t e .  Champy i n  1915  was 
among t h e  f i r s t  t o  o b s e r v e  t h i s  r e s p o n s e  and  d e s c r i b e d  i t  a s  
c e l l u l a r  d e d i f f e r e n t i a t i o n  ( G r o b s t e i n ,  1 9 5 9 ) .  S i n c e  t h e n ,  
s e v e r a l  o t h e r  i n v e s t i g a t o r s  h a v e  r e p o r t e d  r a p i d  l o s s  o f  
d i f f e r e n t i a t e d  f e a t u r e s  when c e l l s  a r e  g rown i n  m o n o l a y e r  o r  
d i s p e r s e d  c u l t u r e s  ( D a v i d s o n ,  1 9 6 4 ;  E a g l e ,  1965? F o g e l ,  1 96 8 ;  
F r i t z ,  1 9 7 0 ;  H i l f e r ,  1 9 6 2 ;  H i l f e r  e t  a l . f 1 9 6 7 ;  H o l t z e r  e t  
a l . ,  I 9 6 0 ;  K u r o d a ,  1 9 6 3 ;  L a r s o n ,  1 9 6 7 ;  S a t o  e t  a l . ,  I 9 6 0 ;  
S t o c k d a l e  e t  a l . ,  1 9 6 3 ;  W h i t t a k e r ,  1 9 6 3 ) .  W h e th e r  o r  n o t  
d e d i f f e r e n t i a t e d  c e l l s  s u b s e q u e n t l y  r e d i f f e r e n t i a t e  h a s  b e e n  
shown t o  d e p e n d  on c u l t u r e  c o n d i t i o n s  w h i c h  i n c l u d e :  l )  t h e
n a t u r e  o f  t h e  n u t r i e n t  medium, 2 )  t h e  c u l t u r e  m eth o d  u s e d ,
3)  t h e  g r o w t h  p h a s e  o f  t h e  c e l l s ,  4)  t h e  d e n s i t y  o f  c e l l s  
c u l t u r e d ,  a n d  5 )  t h e  t y p e  o f  c e l l s  c u l t u r e d  ( s e e  r e v i e w s  by 
C ah n ,  1 9 6 8 ;  G r o b s t e i n ,  1 9 5 9 ;  T r i n k a u s ,  1 9 5 6 ) .
M u s c le  c e l l s  e x h i b i t  a  g r e a t e r  c a p a c i t y  t o  d i f f e r e n ­
t i a t e  i n  v i t r o  t h a n  a n y  o t h e r  c e l l  t y p e  s t u d i e d  ( Y a f f e e ,  
1 9 6 9 ) .  S i n c e  i t  i s  r e c o g n i z e d  t h a t  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  m u s c le  
i s  more  a s y n c h r o n o u s  and  p r o t r a c t e d  i n  v i v o  t h a n  i n  v i t r o  
(H e r rm ann  e t  a l . ,  1 9 7 0 ) ,  t h e  u s e  o f  c e l l  c u l t u r e  a p p e a r s  t o
1
2o f f e r  a n  i d e a l  e x p e r i m e n t a l  s y s t e m  i n  w h i c h  t o  s t u d y  t h e  
e v e n t s  t h a t  l e a d  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  m a t u r e  m u s c l e  c e l l s .  
A l t h o u g h  r e c e n t  r e p o r t s  I n d i c a t e  t h e  a p p l i c a b i l i t y  o f  c e l l  
c u l t u r e  i n  t h e  s t u d y  o f  s k e l e t a l  and  c a r d i a c  m u s c l e  d i f f e r e n ­
t i a t i o n  ( C e d e r g r e n  and  H a r a r y ,  1 9 6 4 ;  Coleman a n d  Colem an ,  
1 96 8 ;  F i r k e t ,  1 9 6 7 ;  P i s c h m a n  e t  a l . ,  1 9 6 7 ;  H a u s c h k a ,  1 9 6 8 ;  
M a t t e r  a n d  P e r r e l e t ,  1 9 7 0 ;  M u r r a y ,  196 5 ;  M u s c a t e l l o  e t  a l . ,  
1 9 6 9 ; O ' N e i l l  and  S t r o h m a n ,  1 9 6 9 ; R i c h l e r  and  Y a f f e e ,  1 9 7 0 ;  
Shimada  e t  a l . ,  1 9 6 7 ) ,  n o  d e t a i l e d  a c c o u n t  o f  sm oo th  m u s c le  
m y o g e n e s i s  i n  v i t r o  h a s  b e e n  p r e s e n t e d .
The p u r p o s e  o f  t h i s  p a p e r  i s  t o  d e s c r i b e  t h e  
p r o g r e s s i v e  d e v e l o p m e n t  o f  v a s c u l a r  sm ooth  m u s c l e  c e l l s  
grown i n  p r i m a r y  c u l t u r e s .  D u r i n g  t h e  f i r s t  f ew  d a y s  i n  
c u l t u r e , i t  h a s  b e e n  o b s e r v e d  t h a t  a r t e r i a l  c e l l s  d e r i v e d  
f r o m  a o r t a s  o f  1 8 - d a y  p i g e o n  e m bry os  c o n t a i n  few  o f  t h e  
s p e c i a l i z e d  f e a t u r e s  t h a t  a r e  c h a r a c t e r i s t i c  o f  p a r t i a l l y  
d i f f e r e n t i a t e d  p i g e o n  v a s c u l a r  sm o o th  m u s c le  c e l l s  i n  v i v o .  
H ow ever ,  u p o n  c o n t i n u e d  c u l t i v a t i o n  (5  t o  24  d a y s ) ,  v a r i o u s  
s t a g e s  o f  sm oo th  m u s c le  m y o g e n e s i s  a r e  o b s e r v e d .  The f i n e  
s t r u c t u r e  o f  t h i s  s e q u e n c e  i s  d e s c r i b e d  w i t h  e m p h a s i s  on 
v a s c u l a r  sm oo th  m u s c le  m y o f i b r i l l o g e n e s i s .  T h i s  p r o c e s s  i s  
shown t o  be s i m i l a r  t o  v a s c u l a r  sm oo th  m u s c le  m y o f i b r i l l o ­
g e n e s i s  i n  v i v o . I n  a d d i t i o n ,  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  f o r m a t i o n  
i n  t h e  m o n o l a y e r  c u l t u r e s  i s  c o n s i d e r e d .
T h i s  s t u d y  was u n d e r t a k e n  t o  p r o v i d e  n e c e s s a r y  b a c k ­
g ro u n d  f o r  s u b s e q u e n t  i n v e s t i g a t i o n s  i n v o l v i n g  t h e  u s e  o f  
c u l t u r e d  v a s c u l a r  sm ooth  m u sc le  c e l l s  i n  t h e  s t u d y  o f  
a t h e r o s c l e r o s i s .
3MATERIAL AND METHODS
S e g m e n ts  o f  t h e  t h o r a c i c  a o r t a  f ro m  1 8 - d a y  W hite  
C a rn e a u  a n d  Show R a c e r  p i g e o n  em hryos  w e re  o b t a i n e d  u n d e r  
s t e r i l e  c o n d i t i o n s ,  and  p r e p a r e d  f o r  c u l t u r e  a c c o r d i n g  t o  
t h e  p r o c e d u r e  o f  S m i th  e t  a l .  ( 1 9 6 5 ) .  The s e g m e n t s  w ere  
w ash ed  i n  s t e r i l e  H a n k ' s  b a l a n c e d  s a l t  s o l u t i o n  and c l e a r e d  
o f  e x t r a n e o u s  m a t e r i a l .  The a o r t a  was open ed  by m ak in g  a  
l o n g i t u d i n a l  c u t ,  and  t h e  e n d o t h e l i u m  s t r i p p e d  and  d i s c a r d e d .  
The s u b j a c e n t  i n t i m a  and  m e d i a  were  s e p a r a t e d  f ro m  d e e p e r  
m ed ia  and a d v e n t i t i a  and  t r a n s f e r r e d  t o  a  p e t r i  d i s h  c o n t a i n ­
i n g  f r e s h  c u l t u r e  medium. T i s s u e  s e g m e n t s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  
t h o s e  u s e d  f o r  c u l t u r e  w ere  p r e p a r e d  f o r  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  
(Cooke and  S m i th ,  1 9 6 8 ) .  The r e m a i n i n g  p o r t i o n s  o f  t i s s u e  
w e re  c u t  i n t o  a p p r o x i m a t e l y  1 mm s q u a r e s  and e x p l a n t e d  I n t o  
30 ml p l a s t i c  F a l c o n  t i s s u e  c u l t u r e  f l a s k s  i n  a  d ro p  o f  c u l ­
t u r e  medium ( E a g l e ' s  b a s a l  medium w i t h  0 . 1 4 6  mg L - g l u t a m l n e ,
1 3 % h o r s e  se rum  a n d  13% c h i c k  embryo e x t r a c t  ,__) .  A p p r o x i -50
m a t e l y  36 h o u r s  l a t e r ,  3 ml o f  f r e s h  medium (pH 7 . 2 - 7 . 4 )  was 
ad d e d  t o  e a c h  f l a s k .  The medium was s u b s e q u e n t l y  c h a n g e d  
t h r e e  t i m e s  w e e k ly  d u r i n g  t h e  e n s u i n g  g r o w t h  p e r i o d .  A l l  
c u l t u r e s  w e re  m a i n t a i n e d  i n  s t o p p e r e d  f l a s k s  a t  3 7 . 5 ° C .  
C u l t u r e s  o f  v a r i o u s  a g e s  (5» 8 ,  1 0 ,  1 6 , and  24 d a y s )  w e r e  
p r e p a r e d  f o r  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  by t h e  m eth o d  o f  B r i n k l e y  
e t  a l .  ( 1 9 6 7 )  w i t h  s l i g h t  m o d i f i c a t i o n .  The m o n o l a y e r s  were 
f i x e d  i n  c a c o d y l a t e  b u f f e r e d  3% g l u t a r a l d e h y d e  (pH 7 . 3 )  i n  
s i t u  f o r  l £  h o u r s  a t  room t e m p e r a t u r e  and  p o s t  f i x e d  i n
4e i t h e r  3 - c o l l i d i n e  o r  v e r o n a l  b u f f e r e d  osmium t e t r o x i d e  
(pH 7 . 3 )  f o r  30 m i n u t e s  a t  room t e m p e r a t u r e .  F o l l o w i n g  a  
t h o r o u g h  r i n s i n g  o f  t h e  c e l l s  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r ,  t h e y  
w ere  p r e s t a i n e d  w i t h  2 % u r a n y l  a c e t a t e .  S u b s e q u e n t  t o  
d e h y d r a t i o n  an d  t r e a t m e n t  w i t h  h y d r o x y p r o p y l  m e t h a c r y l a t e ,  
t h e  m o n o l a y e r s  were  I n f i l t r a t e d  w i t h  Epon 812 ( L u f t ,  19 6 1 )  
d i r e c t l y  i n  t h e  t i s s u e  c u l t u r e  f l a s k s .  A f t e r  p o l y m e r i z a ­
t i o n ,  t h e  Epon c o n t a i n i n g  t h e  embedded m o n o la y e r  was s p l i t  
f ro m  t h e  p l a s t i c  f l a s k  and  ex am in ed  by p h a se  c o n t r a s t  m i c r o s ­
c o p y .  A r e a s  o f  t h e  m o n o la y e r  w ere  s e l e c t e d  f o r  s e c t i o n i n g ,  
c u t  i n t o  1 mm s q u a r e  b l o c k s  and  m ounted  on t h e  end o f  Epon 
c a p s u l e s .  T h i n  s e c t i o n s  were  c u t  w i t h  a  d iam ond k n i f e  on a  
P o r t e r - B l u r a  MT-2 u l t r a m i c r o t o m e ,  d o u b l e  s t a i n e d  w i t h  u r a n y l  
a c e t a t e  and  l e a d  c i t r a t e ,  and  exam in e d  I n  a  P h i l i p s  EM 200 
e l e c t r o n  m i c r o s c o p e .
5RESULTS
P h a s e  M i c r o s c o p y
The a r e a  o f  new g r o w t h  I n  5 - d a y  c u l t u r e s  c o n s i s t e d  
o f  b i p o l a r  and  t r i a n g u l a r  s h a p e d  c e l l s  s e p a r a t e d  by l a r g e  
i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  ( P i g .  l a ) .  The s i z e  o f  t h e  b i p o l a r  
c e l l s  w e re  8 0 - 1 2 0  m i c r o n s  i n  l e n g t h  a n d  5 - 2 0  m i c r o n s  i n  
d i a m e t e r .  The t r i a n g u l a r  c e l l s  a v e r a g e d  a p p r o x i m a t e l y  90 
m i c r o n s  i n  t h e i r  l o n g e s t  a x i s  and  20  m i c r o n s  I n  d i a m e t e r .
The e x t e n t  o f  o u t g r o w t h  was v a r i a b l e  f ro m  e x p l a n t  t o  e x p l a n t  
b u t  u s u a l l y  r a n g e d  b e tw e e n  3 5 0 - 5 5 0  m i c r o n s .  C e l l s  u n d e r g o i n g  
m i t o s i s  w e re  p r o m i n e n t  i n  t h e  e a r l y  c u l t u r e s  ( P i g .  l b ) .
I n  c u l t u r e s  m a i n t a i n e d  f o r  l o n g e r  p e r i o d s  o f  t i m e  
( 1 0 ,  1 6 ,  a n d  24 d a y s ) ,  t h e  c e l l u l a r  d e n s i t y  o f  t h e  m o n o l a y e r s  
i n c r e a s e d  w h i l e  t h e  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  d i m i n i s h e d  ( P i g s .  
l c , l d ) .  I n  m o s t  c u l t u r e s  m a i n t a i n e d  f o r  10 t o  24  d a y s ,  a  
c o n f l u e n t  m o n o la y e r  was e s t a b l i s h e d ,  and  v e r y  few m i t o t i c  
f i g u r e s  w e re  o b s e r v e d .  B o th  b i p o l a r  and  t r i a n g u l a r - s h a p e d  
c e l l s  i n c r e a s e d  i n  s i z e  a s  t h e  c u l t u r e s  a g e d .  The e x t e n t  o f  
o u t g r o w t h  a p p r o a c h e d  6200  m i c r o n s  i n  t h e  o l d e r  c u l t u r e s .  
E l e c t r o n  M i c r o s c o p y
E m b ry o n ic  t i s s u e . E x a m i n a t i o n  o f  a o r t a  s e g m e n t s  f ro m  
1 8 - d a y  p i g e o n  e m b ry o s  p r i o r  t o  e x p l a n t a t i o n  r e v e a l e d  a  
p r e d o m i n a n c e  o f  sm o o th  m y o b l a s t s  a n d  a  l e s s e r  number  o f  
f i b r o b l a s t - l i l c e  i n t e r l a m i n a r  c e l l s  (Cooke and  S m i t h ,  1 9 6 8 ;  
Moss a n d  B e n d i t t ,  1 9 7 0 ) .  B o th  o f  t h e s e  c e l l  t y p e s  a p p e a r e d  
m o r p h o l o g i c a l l y  d i s t i n c t  a t  t h i s  s t a g e  o f  e m b r y o g e n e s i s .
6The f u s i f o r m  sm ooth  m y o b l a s t s  w e re  a p p r o x i m a t e l y  1 5 - 2 0  mi­
c r o n s  i n  l e n g t h  and  5 - 5  m i c r o n s  i n  d i a m e t e r ,  A n e a r l y  
c o m p l e t e  b a s a l  l a m i n a  c o v e r e d  t h e i r  e n t i r e  s u r f a c e .  The 
o b l o n g  n u c l e u s  was o r i e n t e d  p a r a l l e l  t o  t h e  c e l l ’ s l o n g  a x i s ,  
and  t h e  c h r o m a t i n  was c o a r s e l y  d i s p e r s e d ,  A n u c l e o l u s  was 
u s u a l l y  p r e s e n t .  B u n d l e s  o f  t h i n  f i l a m e n t s  ( 6 0 - 9 0  A i n  
d i a m e t e r )  a s s o c i a t e d  w i t h  c h a r a c t e r i s t i c  f u s i f o r m  and  p la s m a  
membrane d e n s e  b o d i e s  were  l o c a t e d  i n  t h e  c o r t i c a l  p o r t i o n  
o f  t h e  c y t o p l a s m  and  o r i e n t e d  p a r a l l e l  t o  t h e  c e l l ' s  l o n g  
a x i s .  S i m i l a r  f i l a m e n t s  w ere  o b s e r v e d  i n  t h e  i n n e r  p o r t i o n  
o f  t h e  c y t o p l a s m  b u t  were  r a n d o m ly  d i s p e r s e d .  Only  6 0 - 9 0  A 
d i a m e t e r  f i l a m e n t s  w e re  fo u n d  i n  t h e s e  c e l l s  a t  t h i s  s t a g e  
o f  d e v e l o p m e n t .  L a r g e  o v a l  m i t o c h o n d r i a  w i t h  p a l e  m a t r i c e s  
were  a l s o  c o n f i n e d  t o  t h e  i n n e r  p o r t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m .  
G r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  a nd  G o l g l  com p lex  w ere  p r e s e n t  
b u t  s c a n t y ,  a s  w e re  t h e  num ber  o f  f r e e  r i b o s o m e s .  R ib o so m es  
f r e q u e n t l y  o c c u r r e d  i n  s m a l l  a g g r e g a t e s  o r  r o s e t t e s  ( F i g .  2 ) ,
The e m b r y o n ic  v a s c u l a r  i n t e r l a m l n a r  c e l l  c o n t a i n e d  
a  l a r g e  e l o n g a t e  n u c l e u s  w h i c h  o c c u p i e d  a  s i g n i f i c a n t  p o r t i o n  
o f  t h e  c y t o p l a s m  ( F i g .  3 ) .  One o r  two n u c l e o l i  w e re  u s u a l l y  
p r e s e n t  i n  a d d i t i o n  t o  m a r g i n a l  a g g r e g a t i o n s  o f  c h r o m a t i n .  
R a m i f i e d  c i s t e r n a e  o f  t h e  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  
o c c u p i e d  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e  c y t o p l a s m .  A s m a l l  G o l g i  
com p lex  was p r e s e n t .  No c y t o p l a s m i c  f i l a m e n t s  w e re  o b s e r v e d  
a t  t h i s  s t a g e  o f  d e v e l o p m e n t .  I n t e r l a m l n a r  c e l l s  d i d  n o t  
p o s s e s s  a  b a s a l  l a m i n a .
C e l l  C u l t u r e .  Most  o f  t h e  c e l l s  exam in e d  i n  t h e
7e x p l a n t  p r o p e r  d u r i n g  t h e  e n t i r e  c u l t u r e  p e r i o d  r e s e m b l e d  
f i b r o b l a s t s  i n  t h a t  t h e y  c o n t a i n e d  a b u n d a n t  g r a n u l a r  e n d o ­
p l a s m i c  r e t i c u l u m  and  l a c k e d  d i s t i n c t  m y o f i b r i l s  and  a  b a s a l  
l a m i n a .  O c c a s i o n a l l y ,  s m a l l  g r o u p s  o f  m y o f i b r i l s  and a 
p a r t i a l  b a s a l  l a m i n a  were  o b s e r v e d  i n  some o f  t h e  c e l l s ,  
e s p e c i a l l y  i n  t h e  l a t e r  s t a g e s  o f  c u l t u r e  ( F i g .  4 ) .  How ever ,  
no e x a m p le s  o f  e x t e n s i v e  sm oo th  m u s c le  c e l l  m a t u r a t i o n  w ere  
o b s e r v e d  i n  any  o f  t h e  e x p l a n t  c e l l s .
On t h e  o t h e r  h a n d ,  c e l l s  i n  t h e  new p e r i p h e r a l  o u t ­
g r o w th  r e g i o n s  e x h i b i t e d  v a r y i n g  d e g r e e s  o f  sm oo th  m u s c le  
c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  d u r i n g  t h e  2 4 - d a y  c u l t u r e  p e r i o d .
D u r in g  t h e  f i r s t  f i v e  d a y s ,  t h e  m a j o r i t y  o f  t h e s e  c e l l s  
c o n t a i n e d  l o o s e l y  o r g a n i z e d  c y t o p l a s m i c  f i l a m e n t s  and  w e re  
u l t r a s t r u c t u r a l l y  s i m i l a r  t o  e a r l y  m y o b l a s t s  p r e s e n t  i n  
d e v e l o p i n g  s k e l e t a l  m u s c le  i n  v i v o  ( F l s c h m a n ,  1 9 6 7 ;
P r z y b y l s k l  and  B lu m b e r g ,  1 9 6 6 ) .  The c u l t u r e d  m y o b l a s t s  
v a r i e d  i n  s h a p e  f ro m  b i p o l a r  t o  t r i a n g u l a r .  The n u c l e u s  was 
e l o n g a t e  and  o c c u p i e d  a  l a r g e  p o r t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m  
( F i g .  5 )*  U s u a l l y ,  two p r o m i n e n t  n u c l e o l i  w e re  p r e s e n t  i n  
a d d i t i o n  t o  m a r g i n a l  c o n d e n s a t i o n s  o f  c h r o m a t i n .  Much o f  t h e  
c h r o m a t i n ,  u n l i k e  t h a t  c h r o m a t i n  i n  t h e  u n c u l t u r e d ,  p a r t i a l l y  
d i f f e r e n t i a t e d  c e l l ,  was f i n e l y  d i s p e r s e d .  The c y t o p l a s m  
c o n t a i n e d  few  m i t o c h o n d r i a  a n d  s m a l l  a m o u n ts  o f  g r a n u l a r  
e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m .  A G o l g i  com p lex  was i n f r e q u e n t l y  
o b s e r v e d .  Numerous f r e e  r i b o s o m e s  and  c l u s t e r s  o f  r i b o s o m e s  
w e re  p r e s e n t  t h r o u g h o u t  t h e  c y t o p l a s m .  T h in  f i l a m e n t s  ( 4 0 -  
60 A i n  d i a m e t e r )  w e re  a r r a n g e d  i n  s k e i n s  b e n e a t h  t h e  p la s m a
8membrane w h i l e  f r e e  f i l a m e n t s  ( 6 0 - 9 0  A I n  d i a m e t e r )  w e re  
s c a t t e r e d  i n  t h e  c y t o p l a s m  ( P i g .  6 ) .  Most  o f  t h e  f i l a m e n t s  
w e re  a l i g n e d  a l o n g  t h e  l o n g  a x i s  o f  t h e  c e l l .  Many 250  A 
d i a m e t e r  m i c r o t u b u l e s  w e re  p r e s e n t  and  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  
w i t h  t h e  t h i n  f i l a m e n t s .  No b a s a l  l a m i n a  s u r r o u n d e d  t h e  
e a r l y  c u l t u r e d  m y o b l a s t s  and  v e r y  l i t t l e  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  
was o b s e r v e d  i n  t h e  new g r o w t h  r e g i o n s  o f  t h e s e  e a r l y  c u l ­
t u r e s .  Some c e l l s  w e re  p r e s e n t  w i t h o u t  c y t o p l a s m i c  f i l a m e n t s  
and  c o u l d  be c l a s s i f i e d  a s  e i t h e r  p r e s u m p t i v e  m y o b l a s t s  o r  
e m b ry o n ic  i n t e r l a m l n a r  c e l l s .
M y o b l a s t s  i n  more  a d v a n c e d  s t a g e s  o f  d e v e l o p m e n t  
were  o c c a s i o n a l l y  o b s e r v e d  i n  8 - d a y  c u l t u r e s .  The m o s t  
p r o m i n e n t  f e a t u r e s  t h a t  c h a r a c t e r i z e d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  
t h e s e  sm oo th  m y o b l a s t s  w ere  a n  I n c r e a s e  i n  t h e  num ber  o f  
m y o f i l a m e n t s  and  a n  i n c r e a s e  i n  o r g a n e l l e s .  T h in  f i l a m e n t s  
( 6 0 - 9 0  A i n  d i a m e t e r )  b e g a n  t o  a g g r e g a t e  a n d  became o r i e n t e d  
p a r a l l e l  t o  t h e  l o n g  a x i s  o f  t h e  c e l l .  T h i s  o r i e n t a t i o n  was 
e s p e c i a l l y  p r o m i n e n t  i n  t h e  r e g i o n  b e n e a t h  t h e  p la s m a  mem­
b r a n e  ( P i g .  7 ) .  M i c r o t u b u l e s  w e re  n u m ero u s  i n  t h e  v i c i n i t y  
o f  t h e  t h i n  f i l a m e n t  a g g r e g a t i o n s  a n d  w e re  o r i e n t e d  p a r a l l e l  
t o  t h e  m y o f i l a m e n t s .  The c y t o p l a s m  c o n t a i n e d  n um erou s  sm oo th  
membranous s t r u c t u r e s ,  a p p a r e n t l y  d e v o i d  o f  a t t a c h e d  r i b o s o m e s ,  
w h ic h  p o s s e s s e d  e l e c t r o n  d e n s e  g r a n u l a r  m a t e r i a l .  M i t o ­
c h o n d r i a  w ere  p r e s e n t  w h i c h  w e re  n o t  w e l l  d i f f e r e n t i a t e d  and 
r e s e m b l e d  d e v e l o p i n g  e m b r y o n ic  m i t o c h o n d r i a  ( K a r r e r ,  I 9 6 0 ;  
S w i f t ,  1 9 6 5 ;  W eber ,  1 9 6 2 ) .  The c r i s t a e  m i t o c h o n d r l a l e s  w e re  
n o t  u n i f o r m  an d  a p p e a r e d  c o n v u l u t e d  and  c l o s e  t o g e t h e r
9( P i g .  8 ) .  A l t h o u g h  t h e  m i t o c h o n d r i a l  m a t r i x  was m ore  d e n s e  
t h a n  t h e  s u r r o u n d i n g  c y t o p l a s m ,  o c c a s i o n a l  c l e a r  s p a c e s  w ere  
p r e s e n t  ( P i g .  7 ) .  Dense  p a r t i c l e s  (150  A i n  d i a m e t e r )  
r e s e m b l i n g  c y t o p l a s m i c  r i b o s o m e s ,  b u t  s m a l l e r  i n  s i z e  were  
o c c a s i o n a l l y  p r e s e n t  a s  p a r t  o f  t h e  m a t r i x  ( P i g s .  7 » 8 ) .  F r e e  
c y t o p l a s m i c  r i b o s o m e s  w e re  n u m ero u s  and  f r e q u e n t l y  a p p e a r e d  
a s  s m a l l  r o s e t t e s  ( P i g .  8 ) .  These  c u l t u r e d  m y o b l a s t s  were  
s i m i l a r  t o  e a r l y  m y o b l a s t s  p r e s e n t  i n  d e v e l o p i n g  a o r t a s  o f  
6 - d a y  p i g e o n  em bryos  i n  v i v o  (C o ok e ,  1 9 6 7 )*
As c u l t u r e s  w ere  m a i n t a i n e d  f o r  l o n g e r  p e r i o d s  o f  
t i m e  (10 d a y s ) ,  c e l l s  were  o b s e r v e d  t o  come i n t o  c l o s e  
c o n t a c t  w i t h  one a n o t h e r .  A l t h o u g h  m o s t  o f  t h e s e  a r e a s  o f  
c l o s e  c o n t a c t  a s su m e d  t h e  fo rm  o f  i n t e r c e l l u l a r  b r i d g e s  w i t h  
a d j a c e n t  c e l l  membranes  s e p a r a t e d  by a  200  A s p a c e ,  a p p a r e n t  
t i g h t  j u n c t i o n s  w e re  o c c a s i o n a l l y  o b s e r v e d  ( P i g .  9 ) .  As 
c e l l u l a r  c o n f l u e n c y  d e v e l o p e d ,  more a d v a n c e d  s t a g e s  o f  
m y o g e n e s i s  w e re  d e t e c t e d .  M y o f i l a m e n t s  became o r g a n i z e d  i n t o  
t i g h t l y  p a c k e d  b u n d l e s  f o r m i n g  m y o f i b r i l s .  T h ese  m y o f i b r i l s  
w e r e  o b s e r v e d  i n i t i a l l y  t o  fo rm  a l o n g  t h e  p l a s m a  m em brane ,  
b u t  o c c a s i o n a l l y  t h e y  o c c u r r e d  d e e p  w i t h i n  t h e  c y t o p l a s m  
( P i g .  1 0 )#  Amorphous c y t o p l a s m i c  d e n s e  b o d i e s  w e re  p r e s e n t  
a n d  fo rm ed  a n  I n t e g r a l  p a r t  o f  t h e  d e v e l o p i n g  m y o f i b r i l .  
F i l a m e n t s  m e a s u r i n g  a p p r o x i m a t e l y  100 A i n  d i a m e t e r  w ere  
p r o m i n e n t  i n  a r e a s  o f  d e n s e  body f o r m a t i o n  and  w e re  a l s o  
s c a t t e r e d  t h r o u g h o u t  t h e  c y t o p l a s m  ( P i g .  1 0 ) .  M i c r o t u b u l e s  
w e re  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  m y o f i b r i l s  ( P i g .  1 0 ) .  
M i t o c h o n d r i a  were  more  n u m e r o u s ,  l a r g e r  a n d  c o n t a i n e d  a
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g r e a t e r  num ber  o f  c r l s t a e  m i t o c h o n d r i a l e s  t h a n  t h o s e  i n  
e a r l i e r  c u l t u r e d  m y o b l a s t s .  I n t r a m i t o c h o n d r i a l  g r a n u l e s  
( a p p r o x i m a t e l y  300 A i n  d i a m e t e r ) ,  w h ic h  c o u l d  e a s i l y  be 
d i s t i n g u i s h e d  f ro m  m i t o c h o n d r i a l  r i b o s o m e s ,  w e re  o b s e r v e d  f o r  
t h e  f i r s t  t im e  i n  1 0 - d a y  c u l t u r e s  ( P i g .  1 0 ) .  F r e q u e n t l y  
p r e s e n t  i n  t h e  p e r i p h e r a l  c y t o p l a s m  w ere  m embranous s t r u c ­
t u r e s  f o r m i n g  d i s c r e t e  v e s i c l e s  and t u b u l e s .  T h ese  membra­
n o u s  n e t w o r k s  w e re  o f t e n  r e s t r i c t e d  t o  s m a l l  r e g i o n s  b e n e a t h  
t h e  p la s m a  m em brane .  R ib o so m es  w ere  nu m ero u s  t h r o u g h o u t  t h e  
c y t o p l a s m .  O c c a s i o n a l l y ,  l i n e a r  a g g r e g a t e s  o f  r i b o s o m e s  w ere  
o b s e r v e d  i n  c l o s e  p r o x i m i t y  t o  m i c r o t u b u l e s  ( F i g .  1 1 a )  and  
f r e e  f i l a m e n t s  ( F i g .  1 1 b ) ,  a s  w e l l  a s  w i t h  m y o f i b r i l s  ( F i g s .  
1 1 c , d ) .  The r i b o s o m a l  a g g r e g a t e s  shown i n  f i g u r e s  1 1 c  and  
l i d  w e re  a r r a n g e d  i n  h e l i c a l  p a t t e r n s  w i t h  c e n t e r  t o  c e n t e r  
d i s t a n c e s  b e t w e e n  a d j a c e n t  r i b o s o m e s  r a n g i n g  f r o m  1 6 0 - 2 6 0  A. 
The l e n g t h  o f  t h e s e  s t r u c t u r e s  v a r i e d  f ro m  2 2 0 0 - 8 5 0 0  A. The 
l o n g e r  8500  A r i b o s o m a l  a g g r e g a t e  c o n t a i n e d  a p p r o x i m a t e l y  
55 r i b o s o m e s  and r e s e m b l e d  t h e  m y o s in  s y n t h e s i z i n g  p o ly so m e  
o f  s k e l e t a l  m u s c l e  d e s c r i b e d  by Heywood e t  a l .  ( 1 9 6 7 ) .  The 
l o n g e r  p o ly s o m e s  a p p e a r e d  o n ly  i n  m y o b l a s t s  f ro m  c u l t u r e s  
o f  1 0  d a y s  o r  o l d e r .
I n  o t h e r  1 0 - d a y  c u l t u r e d  sm o o th  m y o b l a s t s ,  l a r g e r  
m y o f i b r i l s  w e re  o b s e r v e d  an d  r e p r e s e n t e d  a  more a d v a n c e d  
s t a g e  o f  m y o g e n e s l s  ( F i g .  1 2 ) .  T h i s  a p p a r e n t  g r o w t h  o f  t h e  
m y o f i b r i l  was  a c c o m p a n ie d  by a n  i n c r e a s e  i n  t h e  num ber  o f  
d e n s e  b o d i e s .  T h ese  s t r u c t u r e s  w e re  u s u a l l y  f u s i f o r m  i n  
s h a p e  and  m e a s u r e d  a p p r o x i m a t e l y  4000  by  1500  A, a l t h o u g h
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l a r g e r  d e n s e  b o d i e s  w ere  o c c a s i o n a l l y  o b s e r v e d .  C l o s e  exam­
i n a t i o n  o f  t h e  d e n s e  b o d i e s  r e v e a l e d  a  d e n s e  m a t r i x  w i t h  
s m a l l ,  l e s s  e l e c t r o n  opaque  s u b u n i t s  ( F i g .  1 3 ) .  Numerous  
6 0 - 9 0  A d i a m e t e r  m y o f i l a m e n t s  p a s s e d  d i r e c t l y  i n t o  t h e  d e n s e  
f o c i  w h i l e  t h i c k e r ,  l e s s  n u m e ro u s  1 0 0 - 1 1 0  A d i a m e t e r  f i l a ­
m e n ts  p r o j e c t e d  f ro m  t h e  d e n s e  b o d y ,  o f t e n  p e r p e n d i c u l a r  t o  
t h e  d e v e l o p i n g  m y o f i b r i l  ( F i g s .  1 3 , 1 4 ) .  C r o s s  s e c t i o n s  o f  
t h e s e  100  A d i a m e t e r  f i l a m e n t s  c a n  be s e e n  w i t h i n  t h e  m a t r i x  
o f  t h e  d e n s e  b o d i e s  ( F i g .  13 i n s e r t ) .  These  more a d v a n c e d  
m y o b l a s t s  a l s o  e x h i b i t e d  a  d e c r e a s e  i n  t h e  num ber  o f  c y t o ­
p l a s m i c  r i b o s o m e s ,  e s p e c i a l l y  i n  a r e a s  o c c u p i e d  by m y o f i l a ­
ment  b u n d l e s .  Long t h i n  p r o f i l e s  a nd  d i l a t e d  c i s t e r n a e  o f  
g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  w ere  a b u n d a n t  and  w e re  o f t e n  
l o c a t e d  i n  r e g i o n s  a d j a c e n t  t o  t h e  n u c l e u s  ( F i g .  1 5 ) .
E x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  h a d  i n c r e a s e d  i n  a r e a s  o f  d e n s e  
o u t g r o w t h  i n  t h e  1 0 - d a y  m o n o l a y e r s .  A b u n d a n t  f i n e  m i c r o -  
f i b r l l s  ( a p p r o x i m a t e l y  100 A i n  d i a m e t e r )  w e re  r a n d o m ly  
s c a t t e r e d  t h r o u g h o u t  t h e  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s .  T h ese  f i b r i l s  
were  t h e  f i r s t  r e c o g n i z a b l e  e x t r a c e l l u l a r  c o m p o n e n ts  t o  
a p p e a r  i n  1 0 - d a y  c u l t u r e s .  S m a l l  e l e c t r o n  d e n s e  g r a n u l e s  o f  
v a r i a b l e  d i a m e t e r  were  f r e q u e n t l y  s e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  
m l c r o f i b r l l s  ( F i g .  1 6 ) .  O c c a s i o n a l l y ,  m i c r o f i b r i l s  w e re  
o b s e r v e d  t o  s u r r o u n d  l a r g e  am orp h o u s  n o n - s t a i n i n g  a r e a s ,  and 
t h e s e  a g g r e g a t e s  o f t e n  fo rm e d  l a m e l l a e  ( F i g .  1 7 ) .  M l c r o ­
f i b r l l s  w e re  a l s o  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  
c u l t u r e d  sm oo th  m u s c le  c e l l s .
I n t e r m e d i a t e  and  a d v a n c e d  s t a g e s  o f  v a s c u l a r  sm ooth
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m u s c l e  m y o g e n e s i s  w ere  fo u n d  i n  a r e a s  o f  c o n f l u e n t  g r o w t h  
f r o m  1 0 - ,  l 6 - ,  and  2 4 - d a y  c u l t u r e s .  I n t e r m e d i a t e  s t a g e s  w ere  
c h a r a c t e r i z e d  by a b u n d a n t  m y o f i b r i l s  c o n f i n e d  t o  t h e  p e r i p h ­
e r a l  c y t o p l a s m  w i t h  t h e  m a j o r i t y  o f  o r g a n e l l e s  r e s t r i c t e d  
t o  t h e  I n n e r  p o r t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m  ( P i g .  1 8 ) .  Numerous 
s m a l l  c h a n n e l s  o f  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  and  a  l a r g e  
G o l g i  com plex  w ere  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e s e  c e l l s .  M i to ­
c h o n d r i a  w ere  n u m ero u s  and  c o n t a i n e d  c o n s p i c u o u s  i n t r a m i t o -  
c h o n d r i a l  g r a n u l e s .  A d i s t i n c t  b a s a l  l a m i n a  d i d  n o t  s u r r o u n d  
t h e s e  c e l l s  b u t  m i c r o f i b r i l s  w ere  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  
t h e  c e l l ' s  s u r f a c e  ( P i g s .  1 8 , 1 9 ) .  An i n c r e a s e  I n  t h e  num ber  
o f  m y o f i b r i l s  e x t e n d i n g  t h r o u g h o u t  t h e  c y t o p l a s m  marked t h e  
m o s t  a d v a n c e d  s t a g e s  o f  m y o g e n e s i s  ( P i g .  1 9 ) .
A c e n t r i o l e  w as  f r e q u e n t l y  o b s e r v e d  n e a r  t h e  c e l l  
s u r f a c e  c o n s t i t u t i n g  a  b a s a l  b od y  o f  a c i l i u m  w h i c h  p r o j e c t e d  
f r o m  t h e  c e l l  s u r f a c e  o f  b o t h  c u l t u r e d  sm oo th  m u s c le  a n d  
l n t e r l a m i n a l  c e l l s  ( P i g .  2 0 ) .  E a r l i e r  s t a g e s  o f  c i l i o g e n e s i s  
w e re  o b s e r v e d  i n  t h e  y o u n g e r  c u l t u r e s .
B o t t l e - s h a p e d  c a v e o l a e  l n t r a c e l l u l a i r e s  ( 8 0 0 - 9 0 0  A 
i n  d i a m e t e r )  w e re  f i r s t  o b s e r v e d  a l o n g  t h e  p l a s m a  membrane 
o f  t h e  c u l t u r e d  sm oo th  m u s c le  c e l l s  i n  t h e s e  o l d e r  c u l t u r e s  
( P i g s .  2 1 , 2 2 ) .  A l s o  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  sm oo th  m u s c le  c e l l  
s u r f a c e  o f  t h e s e  c u l t u r e s  w ere  t u f t s  o f  f i b r i l l a r  m a t e r i a l  
w h i c h  e x t e n d e d  i n t o  t h e  e x t r a c e l l u l a r  s p a c e  ( P i g .  2 1 ) .  
O c c a s i o n a l l y ,  f i b r i l s  m e a s u r i n g  a p p r o x i m a t e l y  2 0 0 - 4 0 0  A i n  
d i a m e t e r  w e r e  a r r a n g e d  i n  s m a l l  b u n d l e s  n e a r  t h e  c e l l  s u r f a c e .  
S t r i a t i o n s  w e r e  p r e s e n t  on t h e s e  f i b r i l s  b u t  t h e  p e r i o d  o f
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r e p e a t  p a t t e r n  c o u l d  n o t  e a s i l y  be  d i s c e r n e d  { P i g .  2 2 ) .
P i n e  m i c r o f i b r i l s  (100  A i n  d i a m e t e r )  w e re  nu m ero u s  
a nd  s c a t t e r e d  t h r o u g h o u t  t h e  e x t r a c e l l u l a r  s p a c e  ( P i g .  2 ? )*  
Amorphous n o n - s t a i n i n g  a r e a s  a s  w e l l  a s  s m a l l  d e n s e - s t a i n i n g  
g r a n u l e s  w e r e  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  m i c r o f i b r i l s .  
Amorphous d e n s e  m a t e r i a l  s i m i l a r  t o  b a s a l  l a m i n a  m a t e r i a l  
was  a l s o  p r e s e n t  I n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  s p a c e  o f  2 0 -  t o  2 4 - d a y  
c u l t u r e s  ( P i g .  2 3 ) .  T h i s  d e n s e  m a t e r i a l  was  o f t e n  a s s o c i a t e d  
w i t h  t h e  s u r f a c e  o f  sm oo th  m u s c le  c e l l s  i n  t h e  o l d e r  c u l t u r e s  
e x a m in e d .  I n  a  few 2 4 - d a y  c u l t u r e s ,  l a r g e  f i b r i l s  o f t e n  
m e a s u r i n g  6 0 0 - 1 0 0 0  A i n  d i a m e t e r  w e re  I n t e r d i s p e r s e d  among 
t h e  f i n e  m i c r o f i b r i l s  ( P i g .  2 4 a ) .  T h ese  f i b r i l s  c o n s i s t e d  
o f  a l t e r n a t i n g  d a r k  and  l i g h t  b a n d s  o f  a p p r o x i m a t e l y  e q u a l  
w i d t h ,  and  t h e  d i s t a n c e  b e tw e e n  r e p e a t i n g  u n i t s  r a n g e d  f rom  
8 0 0 - 1 4 0 0  A. The d a r k e r  I n t r a p e r i o d  band m e a s u r e d  3 0 0 - 4 0 0  A 
i n  w i d t h .  The l a r g e r  b an d ed  f i b r i l s  w ere  o f t e n  f u s i f o r m  i n  
s h a p e  ( P i g .  2 4 b ) .
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DISCUSSION
The p r e s e n t  s t u d y  h a s  shown, t h a t  i n  t h e  p i g e o n  a o r t a  
c u l t u r e  s y s t e m  d e s c r i b e d ,  v a s c u l a r  sm oo th  m u s c le  c e l l  d e v e l ­
opment  t a k e s  p l a c e  p r o g r e s s i v e l y  d u r i n g  a  2 4 - d a y  c u l t u r e  
p e r i o d .  I t  h a s  t h e r e f o r e  b e e n  p o s s i b l e  t o  ex am in e  t h e  
s e q u e n t i a l  d e v e l o p m e n t  o f  t h i s  c e l l  and  t o  c h a r a c t e r i z e  t h e  
e v e n t s  t h a t  l e a d  t o  t h e  f o r m a t i o n  o f  m a t u r e  v a s c u l a r  sm oo th  
m u s c l e .  T h r e e  a s p e c t s  o f  d e v e l o p m e n t  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d !
1 )  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  m y o f i b r i l  ( m y o f i b r l l l o g e n e s l s ) ;  2 )  p r o ­
g r e s s i v e  c h a n g e s  i n  o r g a n e l l e s  a s  t h e  sm oo th  m u s c le  c e l l  
m a t u r e s ;  and  3) c h a n g e s  I n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  s p a c e  d u r i n g  
t h e  g r o w t h  o f  t h e  m o n o l a y e r s .
D e d i f f e r e n t i a t i o n
C e l l s  f ro m  e a r l y  p i g e o n  a o r t a  c u l t u r e s  w h ic h  l a c k  
d i f f e r e n t i a t e d  f e a t u r e s  w e re  s i m i l a r  t o  t h e  d e d i f f e r e n t i a t e d  
c e l l s  o b s e r v e d  i n  e x p l a n t s  a n d  new g r o w t h  a r e a s  o f  c u l t u r e s  
o f  sm o o th  m u s c l e  c e l l s  d e r i v e d  f r o m  t h e  m e d i a  o f  m l n l p i g  
a o r t a s  ( F r i t z  e t  a l . ,  1 9 7 0 ;  J a r m o l y c h  e t  a l . ,  1 9 6 8 ) ,  T h i s  
p r o c e s s  a l s o  r e s e m b l e d  t h e  c o n v e r s i o n  o f  b o t h  s k e l e t a l  and  
sm o o th  m u s c l e  t o  f i b r o b l a s t - l i k e  c e l l s  i n  r e g e n e r a t i n g  t i s s u e  
i n  t h e  a m p h i b i a n  ( s e e  r e v i e w  by Hay,  1 9 6 8 ) ,  D e d i f f e r e n t l a -  
t i o n  was shown t o  c o n s i s t  o f  a n  I n c r e a s e  i n  t h e  n u c l e a r  t o  
c y t o p l a s m i c  r a t i o ,  l o s s  o f  b a s a l  l a m i n a ,  d e g e n e r a t i o n  o f  t h e  
m y o f i b r i l s  and  r e d u c t i o n  i n  t h e  num ber  o f  m y o f i l a m e n t s ,  
d e c r e a s e  i n  t h e  num ber  o f  o r g a n e l l e s ,  and  a  l a r g e  i n c r e a s e  
i n  t h e  num ber  o f  r i b o s o m e s .  S i n c e  t h e  m a j o r i t y  o f  c e l l s
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I n  t h e  a o r t a  se g m en t  p r i o r  t o  e x p l a n t a t i o n  w e re  r e c o g n i z a b l e  
sm o o th  m y o b l a s t s ,  t h e  p r e s e n c e  o f  u n d i f f e r e n t i a t e d  and  
f i b r o b l a s t - l i k e  c e l l s  i n  e x p l a n t s  f rom  e a r l y  c u l t u r e s  s u g ­
g e s t s  t h a t  c e l l s  i n  t h e  e x p l a n t  o r i g i n a t e d  f ro m  p r e - e x i s t i n g  
d i f f e r e n t i a t e d  c e l l s .  F r i t z  e t  a l .  (1 9 7 0 )  hav e  s u g g e s t e d  
t h a t  sm o o th  m u s c l e  c e l l s  p r e s e n t  i n  t h e  e x p l a n t  d e d i f f e r e n t i ­
a t e ,  t h e n  s y n t h e s i z e  DNA a n d  d i v i d e  g i v i n g  r i s e  t o  u n d i f f e r ­
e n t i a t e d  c e l l s  i n  t h e  o u t g r o w t h  r e g i o n .  A l t h o u g h  no q u a n t i ­
t a t i v e  d a t a  c o n c e r n i n g  t h e  r e l a t i o n s h i p  b e tw e e n  d i v i s i o n  and  
d i f f e r e n t i a t i o n  w e re  a c c u m u l a t e d  i n  t h i s  s t u d y ,  more m i t o t i c  
f i g u r e s  w ere  o b s e r v e d  i n  t h e  y o u n g  u n d i f f e r e n t i a t e d  c u l t u r e s  
t h a n  i n  t h e  o l d e r  more d i f f e r e n t i a t e d  o n e s .  T h ese  r e s u l t s  
s u p p o r t  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  u n d i f f e r e n t i a t e d  c e l l s  p r e s e n t  
i n  t h e  new g r o w t h  r e g i o n s  o r i g i n a t e d  f r o m  d e d i f f e r e n t i a t e d  
c e l l s  w h i c h  had  p r e v i o u s l y  b e e n  d i f f e r e n t i a t e d  and  n o t  f r o m  
t h e  s e l e c t i v e  m i g r a t i o n  o f  d i f f e r e n t  c e l l  t y p e s  f ro m  t h e  
e x p l a n t  ( P o l i a k ,  1 9 6 4 ) .
C e l l  T ypes  i n  C u l t u r e
I t  i s  i m p o r t a n t  t o  n o t e  t h a t  two m o r p h o l o g i c a l l y  
d i s t i n c t  c e l l  t y p e s  ( s m o o th  m u s c l e  a n d  i n t e r l a m l n a r  c e l l s )  
w e re  p r e s e n t  i n  t h e  p i g e o n  a o r t i c  m ed ia  p r i o r  t o  e x p l a n t a t i o n  
(Cooke and  S m i t h ,  1 9 6 8 ) .  A l t h o u g h ,  a p p r o x i m a t e l y  90$ o f  a l l  
c e l l s  i n  t h e  l a t e r  s t a g e s  o f  c u l t u r e  c o u l d  be r e c o g n i z e d  a s  
p a r t i a l l y  d i f f e r e n t i a t e d  sm oo th  m u s c le  c e l l s ,  i n t e r l a m l n a r  
c e l l s  w e re  o c c a s i o n a l l y  o b s e r v e d .  S i n c e  t h e  f i b r o b l a s t - l i k e  
i n t e r l a m l n a r  c e l l  p e r s i s t e d  i n  v i t r o  a n d  was p r e s e n t  i n  t h e  
d e v e l o p i n g  p i g e o n  a o r t a  i n  v i v o  (C oo k e ,  1 9 6 7 ) ,  i t  m us t  be
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c o n s i d e r e d  a  s p e c i f i c  c e l l  t y p e  and n o t  a n  I n t e r m e d i a t e  
s t a g e  I n  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  v a s c u l a r  sm ooth  m u s c l e  c e l l s  l a  
t h e  p i g e o n .  A s i m i l a r  s t a b l e  and  m o r p h o l o g i c a l l y  d i s t i n c t  
f i b r o b l a s t - l i k e  c e l l  h a s  r e c e n t l y  b e e n  d e s c r i b e d  i n  t h e  
a o r t i c  m ed ia  o f  t h e  c h i c k e n  (Moss a n d  B e n d i t t ,  1970 )*
How ever ,  many e x a m p le s  o f  c e l l s  h a v i n g  b o t h  t h e  c h a r a c t e r i s ­
t i c s  o f  f i b r o b l a s t - l i k e  i n t e r l a m l n a r  and  sm oo th  m u s c le  c e l l s  
were  p r e s e n t  I n  t h e  m o n o l a y e r s  t h r o u g h o u t  t h e  c u l t u r e  p e r i o d .  
R e c e n t  work  h a s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  sm oo th  m u s c le  c e l l s  m o r ­
p h o l o g i c a l l y  and  f u n c t i o n a l l y  r e s e m b l e  f i b r o b l a s t s  i n  v i v o  
and  i n  v i t r o  ( C l i f f ,  19 6 7 ;  R o s s ,  1 9 7 1 ;  Ross a n d  K l e b a n o f f ,  
1 9 6 7 ,  1 9 7 1 ;  S t e i n  e t  a l . ,  1 9 6 9 ) ,  a n d  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  
t h a t  t h e s e  two c e l l  t y p e s  a r e  b o t h  o n t o g e n e t i c a l l y  a nd  
p h y l o g e n e t i c a l l y  r e l a t e d  ( R o s s ,  1 9 7 1 ) •  Ma;jno e t  a l .  ( 1 9 7 1 )  
have  shown t h a t  f i b r o b l a s t s  f r o m  g r a n u l a t i o n  t i s s u e  a r e  
c a p a b l e  o f  m o d u l a t i n g  t o w a r d  a  c e l l  t y p e  t h a t  i s  m o r p h o lo g ­
i c a l l y  and  f u n c t i o n a l l y  c l o s e  t o  sm oo th  m u s c l e .  O b s e r v a ­
t i o n s  o f  c e l l s  f ro m  t i s s u e  e x p l a n t s  m a i n t a i n e d  i n  c u l t u r e  
f o r  s h o r t  p e r i o d s  o f  t im e  I n  t h i s  s t u d y  p r o v i d e  e v i d e n c e  
t h a t  t h e  r e v e r s e  o f  t h i s  p r o c e s s  i s  p o s s i b l e .  A l l  o f  t h e  
o r i g i n a l  sm o o th  m u s c l e  c e l l s  p r e s e n t  i n  t h e  e x p l a n t  m orpho­
l o g i c a l l y  r e s e m b l e d  f i b r o b l a s t s  a f t e r  b e i n g  m a i n t a i n e d  I n  
c u l t u r e  f o r  a  p e r i o d  o f  5 d a y s .  I n  t h e  l a t e r  s t a g e s  o f  
c u l t u r e ,  some o f  t h e  e x p l a n t  c e l l s  c o n t a i n e d  s p a r s e  b u n d l e s  
o f  m y o f i l a m e n t s  a n d  a p a r t i a l  b a s a l  l a m i n a ,  c o n f i r m i n g  t h e  
p r e s e n c e  o f  f i b r o b l a s t - l l k e  sm oo th  m u s c le  c e l l s .  I t  I s  
s u g g e s t e d  t h a t  t h e s e  sm oo th  m u s c le  c e l l s  h a v e  t h e  p o t e n t i a l
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t o  a c q u i r e  f i b r o b l a s t - l i k e  c h a r a c t e r i s t i c s  u n d e r  c e r t a i n  
c o n d i t i o n s  o f  c u l t u r e  i n  a  m an ne r  s i m i l a r  t o  t h e  r e s p o n s e  o f  
v a s c u l a r  sm o o th  m u s c le  c e l l s  i n  h e a l i n g  a r t e r i e s  (M urray  e t  
a l . ,  1 9 6 6 ;  P o o l e  e t  a l . ,  1 9 7 1 ) •  The g r a d u a l  i n c r e a s e  o f  g r a n ­
u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  i n  t h e  c u l t u r e d  sm oo th  m u s c le  
c e l l s  o f  t h e  m o n o l a y e r ,  c o u p l e d  w i t h  t h e  s i m u l t a n e o u s  
a c c u m u l a t i o n  o f  e x t r a c e l l u l a r  m a t e r i a l  f u r t h e r  i l l u s t r a t e s  
t h e  s i m i l a r i t y  b e tw e e n  sm o o th  m u s c l e  c e l l s  and  f i b r o b l a s t s ,  
and  i t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  v a s c u l a r  sm oo th  
m u sc le  c e l l s  g o e s  t h r o u g h  t r a n s i t i o n a l  s t a g e s  w h ic h  a r e  
m o r p h o l o g i c a l l y  and  f u n c t i o n a l l y  s i m i l a r  t o  f i b r o b l a s t s .  A 
s i m i l a r  d e v e l o p m e n t a l  s e q u e n c e  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  f o r  c a r d i a c  
m u s c le  (M a n a s e k ,  1 9 7 1 ) ,  and t h e  r o l e  o f  t h e  sm oo th  m u s c l e  
c e l l  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  c o n n e c t i v e  t i s s u e  h a s  r e c e n t l y  b e e n  
e m p h a s i z e d  ( R o s s ,  1 9 7 1 ;  f io s s  a n d  K l e b a n o f f ,  1 9 7 1 ) .  
M y o f l b r l l l o g e n e s l s
A l t h o u g h  v a r i o u s  s t a g e s  o f  r e d i f f e r e n t i a t i o n  w e re  
o b s e r v e d  a t  a n y  g i v e n  a g e  i n  c u l t u r e ,  t h e  mean d e g r e e  o f  
d e v e l o p m e n t  o f  t h e  c e l l s  was d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  t h e i r  t im e  
s p e n t  i n  c u l t u r e .  T h e r e f o r e ,  i t  was p o s s i b l e  t o  s t u d y  t h e  
v a r i o u s  s t a g e s  o f  v a s c u l a r  sm oo th  m u s c le  m y o f i b r i l l o g e n e s i s  
by s a m p l i n g  c u l t u r e s  o f  d i f f e r e n t  a g e s .  The m a j o r  e v e n t s  
i n  m y o f i b r i l  f o r m a t i o n  c a n  be g r o u p e d  i n t o  t h e  f o l l o w i n g  
f o u r  s t a g e s :  1)  f o r m a t i o n  o f  m y o f i l a m e n t s ,  2 )  a l i g n m e n t  o f
m y o f i l a m e n t s ,  3 )  o r g a n i z a t i o n  o f  m y o f i l a m e n t s  i n t o  b u n d l e s ,  
and  A) g r o w t h  o f  m y o f i l a m e n t  b u n d l e s .  A l l  o f  t h e s e  s t e p s  
r e s e m b l e d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  v a s c u l a r  sm o o th  m u s c le  c e l l s
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I n  v i v o  (C oo k e ,  1 9 6 7 ) .  I n  e a r l y  c u l t u r e d  sm o o th  m y o b l a s t s ,  
t h i n ,  6 0 - 9 0  A d i a m e t e r  f i l a m e n t s  w e re  r a n d o m ly  o r i e n t e d  and 
p o s s e s s e d  f i n e  s t r u c t u r a l  d e t a i l  s i m i l a r  t o  t h e  t h i n  f i l a ­
m e n ts  i n  s k e l e t a l  m u s c le  m y o b l a s t s  w h i c h  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  
a s  P a c t i n  ( O b i n a t a  e t  a l . ,  1 9 6 6 ) .  S i n g l e  o r  s m a l l  c l u s t e r s  
o f  r i b o s o m e s  w e re  i n i t i a l l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  t h i n  f i l a ­
m en ts  b u t  d i s a p p e a r e d  a s  t h e  sm oo th  m y o b l a s t  m a t u r e d .  T h i s  
t r a n s i t o r y  a s s o c i a t i o n  o f  s i n g l e  f i l a m e n t s  w i t h  s m a l l  r i b o ­
som al  a g g r e g a t e s  h a s  a l s o  b e e n  o b s e r v e d  i n  d e v e l o p i n g  smooth  
and  s k e l e t a l  m u s c le  i n  v i v o  ( A l l e n  and  P e p e ,  1 9 6 5 ;  Cooke ,  
1 96 7 ;  L e e s o n  and  L e e s o n ,  1 9 6 5 ;  Yam auchi  and  B u r n s t o c k ,  1 9 6 9 ) .  
A l t h o u g h  t h e s e  r i b o s o m a l  r o s e t t e s  w e re  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  
a p p e a r a n c e  o f  t h e  f i r s t  6 0 - 9 0  A d i a m e t e r  f i l a m e n t s  i n  m u sc le  
d e v e l o p m e n t ,  t h e i r  r o l e  i n  a c t i n  s y n t h e s i s  h a s  n o t  y e t  been  
c o n f i r m e d  ( F i s c h m a n ,  1 9 6 7 ) .
The a l i g n m e n t  o f  t h e  m y o f i l a m e n t s  p a r a l l e l  t o  t h e  
l o n g  a x i s  o f  t h e  c e l l  o c c u r r e d  p r e d o m i n a t e l y  a d j a c e n t  t o  t h e  
p la s m a  membrane b u t  was o c c a s i o n a l l y  s e e n  d e e p  w i t h i n  t h e  
c y t o p l a s m .  The su b p la sm a le m m a l  f i l a m e n t s  w e r e  a r r a n g e d  i n  
s k e i n s  o r  s h e e t s  i n  a  s i m i l a r  p a t t e r n  t o  t h a t  o b s e r v e d  i n  
d e v e l o p i n g  s k e l e t a l  m u s c le  ( F i s c h m a n ,  1 9 6 7 ;  K e l l y ,  1 9 6 9 ) .  
Vftiether t h e s e  s k e i n s  r e p r e s e n t  a  p r e c u r s o r  s t a g e  i n  t h e  
f o r m a t i o n  o f  t h e  m y o f i b r i l  i s  u n c e r t a i n  s i n c e  t h i s  t y p e  o f  
f i l a m e n t  a r r a n g e m e n t  i s  n o t  o b s e r v e d  i n  a l l  m y o g e n ic  c e l l s  
s t u d i e d  ( F i s c h m a n ,  1 9 7 0 ) .  H ow ever ,  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e s e  
f i l a m e n t s  c o n t a i n  a c t i n  s i n c e  i t  h a s  b e e n  shown t h a t  t h e y  
b i n d  h e a v y  m ero m y o s in  a n d  a p p e a r  i d e n t i c a l  i n  s t r u c t u r e  t o
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I  b a n d  ( a c t i n )  f i l a m e n t s  I n  s k e l e t a l  m u s c l e  ( F i s c h m a n ,  1 9 7 0 ) .  
The o r i e n t i n g  I n f l u e n c e  w h ic h  a l i g n s  t h e  f i l a m e n t s  i s  unknown 
( A l l e n  and P e p e ,  1 9 6 7 ) ,  b u t  F i s c h m a n  ( 1 9 6 7 )  s u g g e s t s  t h a t  
m i c r o t u b u l e s  may i n d i r e c t l y  o r i e n t  t h e  f i l a m e n t s  by  I n f l u ­
e n c i n g  c y t o p l a s m i c  s t r e a m i n g .  S i n c e  m i c r o t u b u l e s  w e r e  
o b s e r v e d  I n  a n d  a r o u n d  a r e a s  o f  l o o s e l y  o r g a n i z e d  a n d  p a r t l y  
a l i g n e d  f i l a m e n t s  I n  t h e  c u l t u r e d  sm ooth  m y o b l a s t s ,  t h e  
m ec h an ism  s u g g e s t e d  by F i s c h m a n  f o r  s k e l e t a l  m u s c l e  may a l s o  
o p e r a t e  i n  sm o o th  m u s c l e .  S i m i l a r  o b s e r v a t i o n s  h a v e  b een  
made i n  d e v e l o p i n g  v a s c u l a r  sm oo th  m u s c le  i n  v i v o  (Cooke ,  
1 9 6 7 ) .  However ,  more d i r e c t  p r o o f  i s  n e e d e d  b e f o r e  m i c r o -  
t u b u l e s  can  be i m p l i c a t e d  i n  t h i n  f i l a m e n t  a l i g n m e n t  
( F i s c h m a n ,  1 9 7 0 ) .
The o r g a n i z a t i o n  o f  t h e  a l i g n e d  m y o f i l a m e n t s  i n t o  
m y o f i b r i l s  was  c h a r a c t e r i z e d  by t h e  a p p e a r a n c e  o f  f u s i f o r m  
d e n se  b o d i e s  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  t h e  d e v e l o p i n g  m y o f i b r i l .  
M y o f i b r i l  a s s e m b l y  o c c u r r e d  a t  t h e  p e r i p h e r y  o f  t h e  c e l l  i n  
t h e  r e g i o n  o f  f i n e  f i l a m e n t o u s  s k e i n s ,  a s  w e l l  a s  deep  w i t h i n  
t h e  c y t o p l a s m .  Dense b o d i e s  o r  a r e a s  w e r e  r e p e a t e d l y  ob­
s e r v e d  a s  p a r t  o f  t h e  m y o f i b r i l  and  r e s e m b l e d  t h e  d e v e l o p i n g  
d e n s e  a r e a s  o f  Z band  m a t e r i a l  p r e s e n t  i n  p e r i p h e r a l  f i l a ­
m e n to u s  s k e i n s  i n  m a t u r i n g  s k e l e t a l  m u s c l e  m y o b l a s t s  ( K e l l y ,  
1 9 6 9 )*  A l t h o u g h  d e n s e  b o d i e s  i n  sm ooth  m u s c le  a n d  Z b a n d s  
i n  s k e l e t a l  m u s c le  m o s t  l i k e l y  s e r v e  a s  p o i n t s  o f  a t t a c h m e n t  
f o r  t h i n  f i l a m e n t s  o f  t h e  m y o f i b r i l  ( F r a n z l n i - A r m s t r o n g  a n d  
P o r t e r ,  1 9 6 4 ;  P e a s e  a n d  P a u l e ,  I 9 6 0 ) ,  t h e i r  r e s p e c t i v e  r o l e s  
i n  m y o f i b r i l l o g e n e s i s  r e m a i n  v a g u e .  D ense  b o d i e s  a p p e a r
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e a r l y  I n  smooth, m y o b l a s t  m y o f i b r i l  d e v e l o p m e n t  a n d  a r e  a l w a y s  
p a r t  o f  t h e  d e v e l o p i n g  m y o f i b r i l .  On t h e  o t h e r  h a n d ,  Z b a n d s  
a r e  n o t  e s s e n t i a l  I n  s k e l e t a l  m u s c l e  m y o f i b r i l  f o r m a t i o n  
( F i s c h m a n ,  196 7 )  s i n c e  c r o s s  b r i d g e  l i n k a g e s  b e tw e e n  t h i n  
( a c t i n )  a n d  t h i c k  ( m y o s in )  f i l a m e n t s  o r g a n i z e  t h e s e  two 
c l a s s e s  o f  f i l a m e n t s  i n t o  b u n d l e s  ( H u x l e y ,  1 9 6 3 ) .  No com­
p a r a b l e  o r g a n i z a t i o n  o f  t h i c k  a n d  t h i n  f i l a m e n t s  h a s  y e t  
b e e n  i d e n t i f i e d  i n  sm o o th  m u s c le  ( s e e  r e v i e w s  by B u r n s t o c k ,  
1 9 7 0 ;  Somlyo and  S o m ly o ,  1 9 6 8 ) ,  so  t h e  m e c h a n i s m ( s )  r e s p o n ­
s i b l e  f o r  m y o f i b r i l  f o r m a t i o n  i n  t h e  two m u s c le  t y p e s  a p p e a r s  
t o  be d i f f e r e n t .  How ever ,  P a i m e r  a nd  H o n ig  (1 9 6 7 )  have  
l o c a l i z e d  m y o s in  a s  l a t e r a l  p r o j e c t i o n s  on t h i n  f i l a m e n t s  
i n  g i z z a r d  sm oo th  m u s c l e  a n d  s u g g e s t  t h a t  a c t i n  f i l a m e n t s  a r e  
bound t o g e t h e r  by s m a l l  m y o s in  d i m e r s .  A l t h o u g h  s i m i l a r  
l a t e r a l  p r o j e c t i o n s  w e re  n o t  o b s e r v e d  on t h i n  f i l a m e n t s  i n  
c u l t u r e d  p i g e o n  v a s c u l a r  sm o o th  m y o b l a s t s ,  t h e y  h a v e  b e e n  
s e e n  on l o o s e l y  o r g a n i z e d  6 0 - 9 0  A d i a m e t e r  f i l a m e n t s  i n  
d e v e l o p i n g  p i g e o n  v a s c u l a r  sm o o th  m y o b l a s t s  i n  v i v o  (C o ok e ,  
1 9 6 7 ) .  The f a i l u r e  t o  d e m o n s t r a t e  them i n  v i t r o  may be due  
t o  d i f f e r e n c e s  i n  t i s s u e  p r e p a r a t i o n  s i n c e  t h e  i d e n t i f i c a t i o n
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o f  t h e s e  l a t e r a l  p r o j e c t i o n s  i s  o n l y  p o s s i b l e  u n d e r  c e r t a i n  
p r e p a r a t i v e  c o n d i t i o n s  ( F a n n e r  an d  H o n i g ,  1 9 6 7 ) .  F u r t h e r  
w o rk  i s  n e e d e d  t o  i d e n t i f y  t h e  n a t u r e  o f  t h e s e  l a t e r a l  
p r o j e c t i o n s  and  t o  d e f i n e  t h e i r  r o l e  i n  sm ooth  m u s c le  myo- 
f l b r l l l o g e n e s l s .  A l t h o u g h  t h e  p r e s e n c e  o f  m y o s in  h a s  b e e n  
e s t a b l i s h e d  b i o c h e m i c a l l y  f o r  v e r t e b r a t e  sm oo th  m u s c le  
(Needham a n d  S h o e n b u r g ,  1 9 6 4 ) ,  t h i c k  f i l a m e n t s  r e s e m b l i n g
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m y o s in  h a v e  o n l y  r a r e l y  b e e n  o b s e r v e d  u n d e r  s p e c i a l  c o n d i ­
t i o n s  ( s e e  r e v i e w  by B u r n s t o c k ,  1 9 7 0 ) .  A l t h o u g h  no t h i c k  
f i l a m e n t s  w e r e  o b s e r v e d  i n  a n y  o f  t h e  s t a g e s  o f  m y o f i b r i l l o -  
g e n e s i s  i n  t h i s  s t u d y ,  l o n g  a r r a y s  o f  r i b o s o m e s  r e s e m b l i n g  
t h e  h e l i c a l  m y o s in  s y n t h e s i z i n g  p o ly som e  i s o l a t e d  f ro m  
s k e l e t a l  m u s c le  (Heywood e t  a l . ,  1967)  w ere  o b s e r v e d  i n  c l o s e  
p r o x i m i t y  t o  t h e  d e v e l o p i n g  m y o f i b r i l .  S i m i l a r  h e l i c a l  
a r r a n g e m e n t s  o f  r i b o s o m e s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  v a r i o u s  
t y p e s  o f  sm oo th  and  s k e l e t a l  m u s c le  i n  v i v o  and  i n  v i t r o  
( A l l e n  and  P e p e ,  1 9 6 5 ;  A n d e r s o n - C e d e r g r e n  and  K a r l s s o n ,  1 9 6 7 ;  
C a m p b e l l  e t  a l . ,  1 9 7 1 ;  M a t t e r  a nd  P e r r e l e t ,  1 9 7 0 ;  Sh im ada  e t  
a l . ,  19 6 7 ;  t f a d d i n g t o n  and  P e r r y ,  1 9 6 3 ) •  S i n c e  t h e  h e l i c a l  
p o ly s o m e s  i n  t h i s  s t u d y  d i d  n o t  a p p e a r  i n  t h e  c y t o p l a s m  u n t i l  
t h e  l a t e r  s t a g e s  o f  m y o f i b r i l l o g e n e s i s  and  s u b s e q u e n t  t o  t h e  
a p p e a r a n c e  o f  t h i n  f i l a m e n t s  a n d  r i b o s o m a l  r o s e t t e s ,  i t  i s  
s u g g e s t e d  t h a t  a c t i n  i s  s y n t h e s i z e d  b e f o r e  m y o s in  i n  t h e s e  
c u l t u r e d  sm o o th  m u s c l e  c e l l s  i n  a  p a t t e r n  s i m i l a r  t o  t h a t  
d e s c r i b e d  f o r  s k e l e t a l  m u s c le  ( A l l e n  and  P e p e ,  19 6 5 ;  O b i n a t a  
e t  a l . ,  1 9 6 6 ;  P r i c e  e t  a l . ,  1 9 6 4 ;  S h a f i q ,  1 9 6 3 ) .  W h e th e r  
m y o s in  i s  n e c e s s a r y  f o r  m y o f i l a m e n t  a g g r e g a t i o n s  i n  sm oo th  
m u s c le  c a n n o t  be a s c e r t a i n e d  f r o m  t h i s  s t u d y .  How ever ,  s i n c e  
t h e  t h i n  f i l a m e n t  was t h e  o n l y  f i l a m e n t  t y p e  o b s e r v e d  t o  
p a r t i c i p a t e  i n  m y o f i b r i l  f o r m a t i o n  i n  t h i s  s t u d y ,  t h e  r o l e  
o f  a n  o r g a n i z e d  t h i c k  m y o s in  f i l a m e n t  i n  m y o f i b r i l  a s s e m b l y  
i n  sm o o th  m u s c l e  may be q u e s t i o n e d .  The p r o g r e s s i v e  o r g a n ­
i z a t i o n  o f  t h i n  f i l a m e n t s  s u g g e s t s  t h a t  i n t r i n s i c  p r o p e r t i e s  
o f  t h e  f i l a m e n t s  t o g e t h e r  w i t h  t h e  p r e s e n c e  o f  d e n se  b o d i e s
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a r e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  t h e  m y o f i b r i l  i n  sm oo th  
m u s c l e .  The r o l e  o f  m y o s in  i n  t h i s  p r o c e s s  n e e d s  t o  be 
c l a r i f i e d .
The f i n a l  p h a se  i n  v a s c u l a r  sm oo th  m u s c le  m y o f i b r i l -  
l o g e n e s l s  i s  t h e  g r o w t h  o f  t h e  m y o f i b r i l  w h i c h  i s  m arked  by 
t h e  a d d i t i o n  o f  c o n t r a c t i l e  p r o t e i n s  a nd  i n c r e a s e  i n  t h e  
num ber  o f  d e n s e  b o d i e s .  The m an n e r  i n  w h i c h  c o n t r a c t i l e  
p r o t e i n s  a r e  a d d e d  t o  t h e  d e v e l o p i n g  m y o f i b r i l  h a s  n o t  b e e n  
s t u d i e d  i n  a n y  t y p e  o f  sm oo th  m u s c l e .  M o rk ln  ( 1 9 7 0 )  h a s  
d e m o n s t r a t e d  a u t o r a d i o g r a p h l c a l l y  t h a t  n e w ly  s y n t h e s i z e d  
c o n t r a c t i l e  p r o t e i n s  a r e  a d d ed  on t o  t h e  p e r i p h e r y  o f  t h e  
f i b r i l s  i n  g r o w in g  s k e l e t a l  m u s c l e .  S i n c e  i t  was  o b s e r v e d  
t h a t  r i b o s o m e s  and  p o ly s o m e s  w e re  f r e q u e n t l y  p r e s e n t  a t  t h e  
p e r i p h e r y  o f  t h e  m y o f i b r i l  and  n e v e r  w i t h i n  them i n  c u l t u r e d  
sm oo th  m y o b l a s t s ,  i t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  n e w ly  s y n t h e s i z e d  
m y o f i b r i l l a r  p r o t e i n  i s  a l s o  a d d e d  a t  t h e  p e r i p h e r y  o f  e x i s t ­
i n g  f i b r i l s  i n  sm o o th  m u s c l e .  D i r e c t  e v i d e n c e  i s  n e e d e d  t o  
c o n f i r m  t h i s  s u g g e s t i o n .  An i n c r e a s e  i n  t h e  nu m b er  o f  d e n s e  
b o d i e s  a l s o  m ark e d  t h e  g r o w t h  o f  t h e  m y o f i b r i l .  A l t h o u g h  
v e r y  l i t t l e  i s  known a b o u t  t h e  o r i g i n  a n d  c h e m i c a l  n a t u r e  o f  
t h e s e  s t r u c t u r e s  ( B u r n s t o c k ,  1 9 7 0 ) ,  t h e i r  i n c r e a s e  d u r i n g  
t h e  f i n a l  s t a g e  o f  m y o f i b r i l  f o r m a t i o n  s u g g e s t s  t h e i r  i m p o r ­
t a n c e  i n  m y o f i b r i l l o g e n e s i s  i n  sm oo th  m u s c l e .
C han g es  i n  C e l l  O r g a n e l l e s  D u r in g  G y t o d l f f e r e n t l a t l o n
C o n c o m i t a n t  w i t h  t h e  a s s e m b l y  o f  t h e  m y o f i b r i l s ,  
many e x a m p le s  o f  o r g a n e l l e  d i f f e r e n t i a t i o n  w ere  o b s e r v e d  a s  
t h e  c e l l s  w e re  m a i n t a i n e d  i n  v i t r o .  M i t o c h o n d r i a  u n d e r w e n t
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m o r p h o l o g i c a l  c h a n g e s  w h ic h  p a r a l l e l e d  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  
m i t o c h o n d r i a  I n  d i f f e r e n t i a t i n g  c h i c k  s k e l e t a l  m u s c le  I n  v i v o  
( P r z y f c y l s k i  and  B lu rab e rg ,  1 9 6 6 ) ,  I n  sm oo th  m y o b l a s t s  
c u l t u r e d  f o r  5 - 8  d a y s ,  t h e  m i t o c h o n d r i a l  m a t r i x  d e n s i t y  was 
l i g h t  and  f r e q u e n t l y  c o n t a i n e d  v a c u o l a t e d  a r e a s .  Dense 
p a r t i c l e s  r e s e m b l i n g  c y t o p l a s m i c  r i b o s o m e s  b u t  s m a l l e r  i n  
s i z e  w ere  p r e s e n t  i n  t h e  m a t r i x .  S i m i l a r  " m i t o c h o n d r i a l  
r i b o s o m e s "  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d  i n  a v a r i e t y  o f  t i s s u e s  a nd  
a p p e a r  more p r o m i n e n t  i n  young g r o w in g  t i s s u e  ( S w i f t ,  1 9 6 5 ) .  
I n  more  d i f f e r e n t i a t e d  sm ooth  m y o b l a s t s  f ro m  o l d e r  c u l t u r e s ,  
t h e  m i t o c h o n d r i a l  m a t r i x  d e n s i t y  was g r e a t e r  a n d  v a c u o l a t e d  
a r e a s  w ere  n o t  o b s e r v e d .  The m i t o c h o n d r i a  w e re  a l s o  l a r g e r  
and  c o n t a i n e d  more c r i s t a e  m i t o c h o n d r i a l e s .  R I b o s o m a l - l i k e  
p a r t i c l e s  w e re  l e s s  n um erou s  a n d  o f t e n  n o t  o b s e r v e d .  
I n t r a m i t o c h o n d r l a l  g r a n u l e s  w e r e  o n l y  o b s e r v e d  i n  w e l l  d e v e l ­
oped c u l t u r e d  sm oo th  m u s c le  c e l l s .  The d e l a y e d  a p p e a r a n c e  
o f  t h e s e  g r a n u l e s  i s  s i m i l a r  t o  t h e  a g e - d e p e n d e n t  i n c r e a s e  
o f  t h e s e  s t r u c t u r e s  i n  d e v e l o p i n g  sm ooth  m u s c le  I n  t h e  mouse 
v a s  d e f e r e n s  i n  v i v o  (Yamauchi  and  B u r n s t o c k ,  1 9 6 9 ) .  The 
s i g n i f i c a n c e  o f  t h e  p r o g r e s s i v e  i n c r e a s e  o f  t h e s e  g r a n u l e s  
w i t h  t im e  i n  v i t r o  i s  n o t  know n,  b u t  i t  may r e p r e s e n t  t h e  
g r a d u a l  a c q u i s i t i o n  o f  a  s p e c i a l i z e d  m i t o c h o n d r i a l  f u n c t i o n  
s i n c e  s i m i l a r  g r a n u l e s  have  b e e n  shown t o  h a v e  a  r o l e  i n  i o n  
and  w a t e r  movement w i t h i n  t h e  c e l l  i n  v i v o  ( G r e e n a w a l t  and  
C a r a f o l l ,  1 9 6 6 ;  G r e e n a w a l t  e t  a l . ,  1 9 6 4 ;  P e a c h e y ,  1 9 6 4 ) .
The e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  i n  c u l t u r e d  sm o o th  myo­
b l a s t s  was i n c o n s p i c u o u s  i n  e a r l y  c u l t u r e s  a nd  c o n s i s t e d
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m a i n l y  o f  a g r a n u l a r  membranous v a c u o l e s  and  s h o r t  t u b u l e s  
w h ic h  c o n t a i n e d  e l e c t r o n  d e n s e  g r a n u l a r  m a t e r i a l .  K a r r e r  
( i 9 6 0 ) o b s e r v e d  s i m i l a r  s t r u c t u r e s  i n  t h e  5 - d a y  c h ic le  embryo 
a o r t a  and  r e l a t e d  t h i s  lac le  o f  a  w e l l  d e v e l o p e d  e r g a s t o p l a s m  
t o  t h e  p a u c i t y  o f  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  a t  t h i s  s t a g e  o f  
d e v e l o p m e n t .  A s i m i l a r  a b s e n s e  o f  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  was 
o b s e r v e d  i n  t h e  m o n o l a y e r s  i n  t h e s e  e a r l y  c u l t u r e s .  I n  more 
m a tu r e  sm oo th  m y o b l a s t s  f r o m  o l d e r  c u l t u r e s ,  t h e  e n d o p l a s m i c  
r e t i c u l u m  d e v e l o p e d  i n t o  a  c o m p lex  s y s te m  o f  f l a t  c i s t e r n a e  
b e a r i n g  nu m ero u s  r i b o s o m e s .  C o n c o m i t a n t l y , e x t r a c e l l u l a r  
m a t e r i a l  a p p e a r e d  i n  t h e  i n t e r c e l l u l a r  s p a c e s  o f  t h e  mono­
l a y e r .  The c i s t e r n a e  w e re  o f t e n  d i l a t e d  i n  1 0 -  t o  1 6 - d a y  
c u l t u r e s  b u t  a p p e a r e d  t o  r e c e d e  i n  t h e  o l d e s t  c u l t u r e s  exam­
i n e d .  T h ese  c h a n g e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  
e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  i n  v i t r o  p a r a l l e l  t h e  c h a n g e s  o b s e r v e d  
i n  d e v e l o p i n g  sm oo th  m u s c le  i n  v i v o  ( C l i f f ,  1 9 6 7 ;  K a r r e r ,
I 9 6 0 ,  1 9 6 1 ;  S t e i n  e t  a l . ,  1 9 6 9 ) .
The Golgi system Increased progressively and appeared 
to parallel the development of the endoplasmic reticulum in 
the cultured smooth muscle cells. The presence of a well 
developed Golgi complex further illustrates the similarity 
between the development of smooth muscle cells in vivo and 
in vitro (Cliff, 1 966; Ross and Klebanoff, 1 9 7 1 ;  Stein et al., 
1 9 6 7 ) .
Small, irregularly-shaped, membranous structures 
formed beneath the plasma membrane of the smooth myoblasts as 
the culture aged. Some of these structures contained
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e l e c t r o n  d e n s e  m a t e r i a l  w h i l e  o t h e r s  w e re  e l e c t r o n  l u c i d .  
C am p b e l l  e t  a l .  (1 9 7 1 )  o b s e r v e d  s i m i l a r ,  more e l a b o r a t e  
s t r u c t u r e s  i n  c u l t u r e s  o f  c h i c k e n  g i z z a r d  sm oo th  m u s c le  a n d  
s u g g e s t e d  t h a t  t h e y  r e s e m b l e d  t h e  d i f f e r e n t i a t i n g  T s y s t e m  
t u b u l e s  o f  s k e l e t a l  m u s c l e  i n  v i t r o  (E ze rm an  a n d  I s h i k a w a ,  
1 9 6 7 ;  I s h i k a w a ,  1 9 6 8 ) .  Somlyo and  Somlyo ( 1 9 7 1 )  o b s e r v e d  a  
s y s t e m  o f  e l a b o r a t e  t u b u l e s  b e n e a t h  t h e  p la s m a  membrane i n  
t u r t l e  o v i d u c t  sm ooth  m u s c le  a nd  d e s c r i b e d  t h i s  n e t w o r k  a s  
s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m .  B ase d  on t h e  l i m i t e d  o b s e r v a t i o n  o f  
t h e s e  s t r u c t u r e s  i n  c u l t u r e d  p i g e o n  v a s c u l a r  sm o o th  m u s c le  and 
on t h e  l a c k  o f  s t u d i e s  w h ic h  w i l l  d i s t i n g u i s h  T s y s te m  
t u b u l e s  f r o m  s a r c o p l a s m i c  r e t i c u l u m  (E zerm an  a n d  I s h i k a w a ,
1967)»  t h e  e x a c t  n a t u r e  o f  t h i s  o r g a n e l l e  c o u l d  n o t  be 
e s t a b l i s h e d  i n  t h e  c e l l s  e x am in e d  i n  t h i s  s t u d y .
C h a r a c t e r i s t i c  b o t t l e - s h a p e d  m l c r o p i n o c y t o t i c  v e s ­
i c l e s  ( c a v e o l a e  I n t r a c e l l u l a i r e s )  a p p e a r e d  o n l y  i n  m y o b l a s t s  
t h a t  had b e e n  c u l t u r e d  f o r  16 d a y s  o r  l o n g e r .  I n t e r e s t ­
i n g l y ,  t h e s e  v e s i c l e s  fo r m  i n  v i v o  o n l y  a f t e r  t h e  sm oo th  
m y o b l a s t s  become w e l l  d i f f e r e n t i a t e d  (L e e s o n  a n d  L e e s o n ,
1 9 6 5 ;  S t e i n  e t  a l . ,  1 9 6 9 ;  Yamauchi  and  B u r n s t o c k ,  1 9 6 9 ) .
S i n c e  o l d  v a s c u l a r  t i s s u e s  h a v e  many more c a v e o l a e  t h a n  
you n g  t i s s u e s  ( B u r n s t o c k ,  1 9 7 0 ) ,  I t  a p p e a r s  t h a t  d e v e lo p m e n t  
o f  t h e s e  s t r u c t u r e s  i s  a l s o  a g e  d e p e n d e n t  a n d  s i m i l a r  i n  v i v o  
a nd  i n  v i t r o .
C e n t r i o l e s  w e re  commonly p r e s e n t  a s  a  d i p l o s o m e  i n  
b o t h  i n t e r l a m l n a r  an d  sm oo th  m u s c l e  c e l l s  I n  5 -  t h r o u g h  2 4 -  
day  c u l t u r e s .  F r e q u e n t l y ,  one o f  t h e  c e n t r i o l e s  a c t e d  a s  a
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b a s a l  body f o r  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a  c i l i u m .  S o r o k i n  (1 9 6 2 )  
r e p o r t e d  a  h i g h  I n c i d e n c e  o f  c l l i o g e n e s l s  i n  d i f f e r e n t i a t i n g  
f i b r o b l a s t s  a n d  sm ooth  m u s c l e  c e l l s  f r o m  n e o n a t a l  c h i c k e n  
and  mammalian t i s s u e  i n  v i v o . V a r i o u s  s t a g e s  o f  c l l i o g e n e s l s  
w e re  o b s e r v e d  i n  t h e  c u l t u r e d  c e l l s  f ro m  t h i s  s t u d y ,  t h e  m os t  
a d v a n c e d  s t a g e s  b e i n g  f o u n d  i n  t h e  o l d e s t  c u l t u r e s *  C l i f f  
(1 9 6 7 )  h a s  r e p o r t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  c i l i a  i n  sm o o th  m u s c le  
c e l l s  f ro m  t h e  d e v e l o p i n g  r a t  a o r t a ,  and  r e c e n t l y ,  P r z y b y l s k i  
(1 97 1 )  d e s c r i b e d  a n  i n c r e a s e d  o c c u r r e n c e  o f  c e n t r i o l e s  and  
c i l i a  d u r i n g  s k e l e t a l  and  c a r d i a c  m u s c l e  d i f f e r e n t i a t i o n .  
How ever ,  t h e  f u n c t i o n  o f  c i l i a  i n  m u s c l e  d i f f e r e n t i a t i o n  i s  
n o t  u n d e r s t o o d .
As h a s  b e e n  d e s c r i b e d ,  t h e  c u l t u r e d  sm oo th  m u s c l e  
c e l l s  c o n t a i n  two c l a s s e s  o f  f i l a m e n t s .  T h in  4 0 - 9 0  A 
d i a m e t e r  f i l a m e n t s  have  b e e n  shown t o  be i n v o l v e d  i n  myo­
f i b r i l  f o r m a t i o n  a n d  p r o b a b l y  c o n s i s t  o f  a c t i n  s i n c e  t h e y  
r e s e m b l e  a c t i n  f i l a m e n t s  i n  s t r i a t e d  and  sm o o th  m u s c le  
(H anson  a n d  Lowy, 1 9 6 3 ) .  T h i c k e r  1 0 0  A d i a m e t e r  f i l a m e n t s  
a r e  s c a t t e r e d  t h r o u g h o u t  t h e  c y t o p l a s m  i n  a l l  s t a g e s  o f  
c y t o d i f f e r e n t i a t i o n  and a r e  i n t i m a t e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  
d e n s e  b o d i e s  o f  t h e  m y o f i b r i l .  T h i s  c l a s s  o f  f i l a m e n t s  
r e s e m b l e  t h e  " i n t e r m e d i a t e  100 A f i l a m e n t s "  d e s c r i b e d  i n  
c u l t u r e d  s k e l e t a l  m u sc le  ( I s h i k a w a ,  19 6 8 )  a n d  i n  a  v a r i e t y  
o f  sm oo th  m u s c le  c e l l s  i n  v i t r o  and  i n  v i v o  ( C a m p b e l l  e t  a l . ,  
1 9 7 1 ;  U e h a r a  e t  a l . ,  1 9 7 1 ) .  A l t h o u g h  t h e  o r i g i n  a n d  c h e m i c a l  
n a t u r e  o f  t h i s  c l a s s  o f  f i l a m e n t  h a s  n o t  y e t  b e e n  d e t e r m i n e d ,  
t h e r e  i s  e v i d e n c e  t o  s u g g e s t  t h a t  t h i s  f i l a m e n t  d o e s  n o t
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contain actin or myosin (Cooke et al., 1971;  Ishikawa, 1 9 6 8 ) .  
Ishikawa (1968)  has shown that the 100 A diameter filament 
does not participate in myofibril formation in skeletal 
muscle, and similar observations were made In this study for 
cultured smooth muscle. The intimate association of these 
filaments with dense bodies In the cultured vascular smooth 
muscle is also consistent wltn similar findings reported for 
smooth muscle in chicken gizzard both in vivo and in vitro 
(Campbell et al., 1971;  Cooke and Pay, 1971;  Cooke et al., 
1971;  Uehara et al., 1 9 7 1 ) .  The present study has demon­
strated that these filaments are present in cultured vascular 
smooth muscle cells and distributed in a pattern similar to 
that described for gizzard smooth muscle.
The e x i s t e n c e  o f  a r e a s  o f  c l o s e  c o n t a c t  b e tw e e n  a d j a ­
c e n t  c e l l s  i n  c u l t u r e  f u r t h e r  I l l u s t r a t e s  t h a t  smooth m u sc le  
c e l l s  m a i n t a i n e d  i n  v i t r o  r e t a i n  many o f  t h e  s p e c i a l i z e d  
f u n c t i o n s  t h a t  t h e y  p o s s e s s  i n  v i v o . A l t h o u g h  a v a r i e t y  o f  
i n t e r c e l l u l a r  s p e c i a l i z a t i o n s  have b e e n  r e p o r t e d  f o r  d i f f e r ­
e n t  t y p e s  o f  smooth m usc le  ( s e e  r e v i e w  by B u r n s t o c k ,  1 9 7 0 ) ,  
most  o f  t h e  a r e a s  o f  c l o s e  c o n t a c t  b e tw e e n  c u l t u r e d  p i g e o n  
v a s c u l a r  smooth  m u sc le  c e l l s  r e s e m b l e d  i n t e r c e l l u l a r  b r i d g e s  
w i t h o u t  c y t o p l a s m i c  c o n t i n u i t y  a s  d e s c r i b e d  by Bergman ( 1 9 5 8 ) .  
These a r e a s  were  c h a r a c t e r i z e d  by a  1 0 0 -2 0 0  A s e p a r a t i o n  o f  
o p p o s in g  i n t a c t  c e l l u l a r  membranes f rom  s m a l l  c y t o p l a s m i c  
p r o t r u s i o n s .  S i m i l a r  a t t a c h m e n t  s i t e s  have  been  o b s e r v e d  I n  
smooth m u sc le  f ro m  a v a r i e t y  o f  s o u r c e s  ( B e n n e t t  and  R o g e r s ,  
1967; M e r r i l l e s  e t  a l . ,  1 96 3 ;  P r o s s e r  e t  a l . ,  i 9 6 0 ) ,
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I n c l u d i n g  v a s c u l a r  t i s s u e  ( R h o d i n ,  1 9 6 2 ) .  R e c e n t  s t u d i e s  
w i t h  c u l t u r e d  sm o o th  m u s c le  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e  
o f  i n t e r m e d i a t e ,  g ap  and  t i g h t  ( n e x u s )  J u n c t i o n s  b e tw e e n  
c e l l s  i n  m o n o l a y e r s  (C a m p b e l l  e t  a l . ,  1971* R o s s ,  1 9 7 1 )*  
A l t h o u g h  e x a m p le s  o f  e a c h  o f  t h e s e  c o n t a c t  s i t e s  w e re  ob ­
s e r v e d  i n  t h i s  s t u d y ,  i n t e r c e l l u l a r  b r i d g e s  w ere  more 
p r o m i n e n t .
E x t r a c e l l u l a r  C om ponen ts  i n  t h e  M o n o l a y e r
The p r o g r e s s i v e  a p p e a r a n c e  o f  a m o rp h ou s  and  f i b r i l l a r  
m a t e r i a l  I n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  s p a c e  o f  new g r o w t h  r e g i o n s  a s  
t h e  a o r t a  c u l t u r e s  a g e d  s u g g e s t s  t h a t  t h e  c u l t u r e d  c e l l s  a r e  
c a p a b l e  o f  p r o d u c i n g  and  s e c r e t i n g  e x t r a c e l l u l a r  m a c ro m o le ­
c u l e s .  A l t h o u g h  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  some o f  t h i s  m a t e r i a l  
was c a r r i e d  o v e r  f ro m  t h e  o r i g i n a l  e x p l a n t  c a n n o t  be e x c l u d e d ,  
s e v e r a l  o b s e r v a t i o n s  c o n t r a d i c t  t h i s  p o s s i b i l i t y :
1)  A b u n d a n t  m a t u r e  e l a s t l n  and  c o l l a g e n  had  fo rm e d  
i n  t h e  t i s s u e  p r i o r  t o  e x p l a n t a t i o n  a n d  t h e s e  two 
c o m p o n e n ts  w e re  p r e s e n t  i n  t h e  e x p l a n t  t h r o u g h o u t  
t h e  c u l t u r e  p e r i o d .  H ow ever ,  o n l y  im m a tu re  e l a s -  
t i n  was p r e s e n t  i n  t h e  m o n o l a y e r s  d u r i n g  t h e  e a r l y  
p e r i o d s  o f  c u l t u r e  a n d  m a t u r e  e l a s t l n  was n o t  s e e n  
u n t i l  t h e  c u l t u r e s  h ad  d e v e l o p e d  f o r  16 t o  24  
d a y s .  A l s o ,  m a t u r e  c o l l a g e n  was  n o t  o b s e r v e d  i n  
t h e  e x t r a c e l l u l a r  s p a c e  o f  t h e  m o n o l a y e r s .  I f  
t h e s e  e x t r a c e l l u l a r  c o m p o n e n ts  w e re  c a r r i e d  o v e r  
f r o m  t h e  o r i g i n a l  t i s s u e ,  b o t h  c o m p o n e n ts  s h o u l d  
be  p r e s e n t  I n  s i m i l a r  p r o p o r t i o n s  a s  i n  v i v o  and  
t h e y  s h o u l d  a p p e a r  e a r l i e r  i n  t h e  m o n o l a y e r  i n  a  
more  m a t u r e  f o r m .
2 )  F i n e  f i b r i l s  r e s e m b l i n g  e x t r a c e l l u l a r  m i c r o f i b r i l s  
( H a u s t ,  1965)  a p p e a r e d  f i r s t  i n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  
s p a c e  o f  t h e  yo u n g  c u l t u r e s  b e f o r e  a n y  o t h e r  
r e c o g n i z a b l e  e x t r a c e l l u l a r  c o m p o n e n t .  F i n e  f i ­
b r i l s  o f  t h i s  c h a r a c t e r  a r e  p r o m i n e n t  i n  d e v e l o p ­
i n g  v a s c u l a r  t i s s u e  ( H a u s t  e t  a l . ,  1 9 6 5 ;  K a r r e r ,  
i 9 6 0 ) a n d  a r e  t h e  f i r s t  f i b e r s  t o  a p p e a r  i n  t h e  
d i f f e r e n t i a t i o n  o f  mesenchyme i n t o  l o o s e
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c o n n e c t i v e  t i s s u e  (Bloom and  F a w c e t t ,  1 9 6 8 ) .  
A g g r e g a t e s  o f  m i c r o f i b r i l s  hav e  a l s o  b e e n  d e s c r i b ­
ed  a s  t h e  f i r s t  com p o n e n ts  i n  t h e  d e v e lo p m e n t  o f  
e l a s t i c  t i s s u e  ( G r e e n l e e  and  R o s s ,  19 67 ;  G r e e n l e e  
e t  a l . ,  1 9 6 6 ) .
3 )  I n  l a t e r  s t a g e s  o f  c u l t u r e ,  m i c r o f i b r i l s  s u r r o u n d  
am orphous  n o n - s t a i n i n g  a r e a s  w h ic h  r e s e m b l e  t h e  
am orphous  component  o f  e l a s t l n  ( G r e e n l e e  e t  a l . f 
1 9 6 6 ) .  T h i s  s e q u e n c e  o f  e v e n t s  i s  i d e n t i c a l  t o  
t h a t  d e s c r i b e d  f o r  t h e  f o r m a t i o n  o f  m a t u r e  e l a s t l n  
i n  v i v o  ( G r e e n l e e  a n d  R o s s ,  1967 ;  G r e e n l e e  e t  a l , ,  
1 9 6 6 ) . '  A s i m i l a r  d i s t r i b u t i o n  and  s e q u e n c e  o f  
f o r m a t i o n  o f  t h e s e  two s u b s t a n c e s  hav e  b e e n  
d e s c r i b e d  i n  sm ooth  m u sc le  f rom  g u i n e a  p i g  a o r t a  
w h ic h  had  b een  s u b c u l t u r e d  a  minimum o f  9 t i m e s  
( R o s s ,  1 9 7 1 ) .
4 )  The sm ooth  m u sc le  c e l l s  o f  t h e  m o n o la y e r  c o n t a i n e d  
a  h i g h l y  d e v e l o p e d  g r a n u l a r  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  
w h ic h  h a s  been  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e i r  a b i l i t y  t o  
s y n t h e s i z e  and s e c r e t e  e x t r a c e l l u l a r  p r o t e i n  (Bo 
e t  a l . ,  1 9 6 8 ; R o s s ,  197 1 ;  R oss  and  K l e b a n o f f ,
1 96 7 ;  R o ss  and K l e b a n o f f ,  1971)*
Based  on t h e s e  f o u r  o b s e r v a t i o n s ,  i t  seems r e a s o n a b l e  t o
s u g g e s t  t h a t  t h e  e x t r a c e l l u l a r  m a t e r i a l  i n  t h e  m o n o la y e r  was
newly  f o r m e d ,  and  t h a t  i n  v i t r o  e l a s t o g e n e s l s  d i d  o c c u r  i n
t h e s e  c u l t u r e s .
The a c c u m u l a t i o n  o f  t u f t s  o f  f i b r o u s  m a t e r i a l  n e a r  
t h e  s u r f a c e  o f  t h e  c u l t u r e d  sm ooth  m u sc le  c e l l s  i s  s i m i l a r  t o  
t h a t  o b s e r v e d  by K a r r e r  ( I 9 6 0 )  i n  t h e  d e v e l o p i n g  c h i c k  a o r t a .  
I t  h a s  b e en  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  f i b r i l l a r  m a t e r i a l  r e p r e s e n t s  
a  c o l l a g e n  p r e c u r s o r  s i n c e  i t  i s  a ssum ed  t h a t  t r o p o c o l l a g e n  
m o l e c u l e s  a g g r e g a t e  on  t h e  c e l l  c u r f a c e  o f  f i b r o b l a s t s  t o  fo rm  
c o l l a g e n  ( G o ld b e r g  and  G r e e n ,  1964 ;  P o r t e r  and  P a p p a s ,  1959 ;  
Ross  and  B e n d i t t ,  1 9 6 5 ) .  A l t h o u g h  no  c r o s s  b a n d s  c o u l d  be 
s e e n  i n  t h e  f i n e s t  f i b r i l s  (1 0 0  A d i a m e t e r  o r  l e s s )  a s s o c i a t e d  
w i t h  t h e  sm ooth  m u sc le  c e l l  s u r f a c e ,  o c c a s i o n a l  f i b r i l s  
(2 0 0 - 4 0 0  A i n  d i a m e t e r )  e x h i b i t i n g  f a i n t  c r o s s - b a n d i n g
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p a t t e r n s  w e re  o b s e r v e d .  W he the r  t h e s e  f i b r i l s  r e p r e s e n t  
a g g r e g a t i o n s  o f  s t r i a t e d  m i c r o f i b r i l s  (B ru n s  and  P a l a d e ,  1968)  
o r  i n t e r m e d i a t e  s t a g e s  i n  c o l l a g e n  f o r m a t i o n  ( H a u s t ,  1 9 6 5 ;
Low, 19 6 8 )  c a n n o t  be  e s t a b l i s h e d  f ro m  t h e s e  o b s e r v a t i o n s *
A l t h o u g h  r e c e n t  e v i d e n c e  h a s  shown t h a t  sm oo th  m u s c le  
i s  c a p a b l e  o f  p r o d u c i n g  c o l l a g e n  i n  v i v o  ( R o s s  and K l e b a n o f f ,  
1 9 7 1 ) ,  no m a t u r e  c o l l a g e n  was p r e s e n t  i n  t h i s  p r e d o m i n a n t l y  
sm oo th  m u s c le  c e l l  c u l t u r e .  One e x p l a n a t i o n  m i g h t  be t h a t  t h e  
c u l t u r e s  w e re  n o t  m a i n t a i n e d  l o n g  e n ough  f o r  c o l l a g e n  t o  f o r m .  
However ,  R o ss  ( 1 9 7 1 ) ,  u s i n g  a  hom ogeneous  p o p u l a t i o n  o f  sm ooth  
m u s c le  c e l l s  i n  c u l t u r e ,  o b s e r v e d  a  s i m i l a r  l a c k  o f  c o l l a g e n  
d e v e l o p m e n t  d u r i n g  a  4 - m o n th  c u l t u r e  p e r i o d .  The a b s e n s e  o f  
c o l l a g e n  i s  p a r t i c u l a r l y  i n t e r e s t i n g  i n  l i g h t  o f  i t s  a p p a r e n t  
r e q u i r e m e n t  f o r  p r o m o t i n g  c y t o d i f f e r e n t i a t i o n  o f  m u s c le  i n  
v i t r o  ( s e e  r e v i e w  by  H a u s c h k a ,  1 9 6 8 ) .  I t  a p p e a r s  t h a t  i n  t h i s  
c u l t u r e  s y s t e m ,  sm o o th  m u s c le  c e l l  d e v e l o p m e n t  i s  n o t  d e p e n d ­
e n t  on t h e  p r e s e n c e  o f  r e c o g n i z a b l e  c o l l a g e n  f i b e r s .  How ever ,  
a d v a n c e d  s t a g e s  o f  m y o g e n e s i s  w e re  o n l y  p r e s e n t  when e x t r a ­
c e l l u l a r  m l c r o f l b r i l s ,  e l a s t l n  o r  b a s a l  l a m i n a  m a t e r i a l  
w e re  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  c e l l s  I n  c u l t u r e .
I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  c o l l a g e n  p r e c u r s o r s  a r e  p a r t  o f  t h e s e  
e x t r a c e l l u l a r  c o m p o n e n ts  (Oohen a n d  Hay, 1 9 7 1 ) .
The l a r g e  band ed  f i b r i l s  p r e s e n t  i n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  
s p a c e  r e s e m b l e d  c o l l a g e n  o n l y  s u p e r f i c i a l l y .  The b a n d i n g  
p e r i o d i c i t y  and t h e  f i b r i l  s u b s t r u c t u r e  w e re  c o n s i d e r a b l y  
d i f f e r e n t  f ro m  t h e  v a r i o u s  f o r m s  o f  c o l l a g e n  t h a t  h a v e  b e e n  
d e s c r i b e d  ( G r o s s ,  1 9 5 6 ;  S c h m i t t  e t  a l . ,  1 9 5 5 ) .  S i m i l a r
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b a n d ed  f i b r i l s  h a v e  b e e n  d e m o n s t r a t e d  I n  f i b r o b l a s t  c e l l  
c u l t u r e s  a nd  h a v e  b e e n  t e r m e d  b r o a d  band  m a t e r i a l  ( G o l d b e r g  
and G r e e n ,  1 9 6 4 ;  Y a r d l y  and  Brown, 1 9 6 5 ) .  These  a u t h o r s  h a v e  
s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  m a t e r i a l  m ig h t  r e p r e s e n t  a g g r e g a t i o n s  o f  
n o n - p e r i o d i c  c o l l a g e n  f i b r i l s .  A l t h o u g h  Y a r d l y  a n d  Brown 
(1965)  hav e  shown t h a t  t h i s  b a nd ed  m a t e r i a l  c o n t a i n s  s i g n i f i ­
c a n t  a m o u n t s  o f  a c i d  m u c o p o l y s a c c h a r i d e ,  t h e  e x a c t  c h e m i c a l  
n a t u r e  o f  t h e s e  f i b r i l s  I s  unknown.  I n t e r e s t i n g l y ,  t h i s  
m a t e r i a l  o n l y  o c c u r r e d  i n  2 4 - d a y  c u l t u r e s ,  t h e  o l d e s t  ag e  
e x a m in e d .
The n a t u r e  o f  t h e  am o rp h ou s  d e n s e  g r a n u l e s  i n  t h e  
e x t r a c e l l u l a r  s p a c e  o f  t h e s e  c u l t u r e s  c o u l d  n o t  be a s c e r t a i n e d  
i n  t h i s  s t u d y ,  K a r r e r  ( i 9 6 0 ) o b s e r v e d  s i m i l a r  p a r t i c l e s  i n  
t h e  d e v e l o p i n g  c h ic le  a o r t a  a n d  s u g g e s t e d  t h a t  t h e y  r e p r e s e n t  
o v e r s i z e d  r i b o s o m e s ,  g l y c o g e n ,  o r  l i p i d .  The v a r i a b i l i t y  i n  
d i a m e t e r  and  a m o rp ho u s  n a t u r e  o f  t h e  g r a n u l e s  o b s e r v e d  i n  
t h i s  s t u d y  c r e a t e s  d o u b t  r e g a r d i n g  t h e i r  r i b o s o m a l  n a t u r e .  
S i n c e  g l y c o g e n  was n o t  o b s e r v e d  i n  a n y  o f  t h e  c u l t u r e d  c e l l s ,  
i t  seems u n l i k e l y  t h a t  g l y c o g e n  w ou ld  a p p e a r  e x t r a c e l l u l a r l y , 
The t h i r d  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e y  a r e  a  fo rm  o f  l i p i d  c a n n o t  be  
r u l e d  o u t .  The a p p a r e n t  a f f i n i t y  f o r  t h e  m i c r o f i b r i l l a r  and  
a m o r p h o u s ,  n o n - s t a i n i n g  c o m p o n e n ts  o f  e l a s t i n  i n  t h e s e  c e l l  
c u l t u r e s  i s  s u g g e s t i v e  o f  t h e i r  l i p i d  n a t u r e  s i n c e  r e c e n t  work  
h a s  e m p h a s i z e d  t h e  l i p i d  b i n d i n g  p r o p e r t i e s  o f  e l a s t i n  i n  
a t h e r o s c l e r o t i c  p l a q u e s  (K ram sch  e t  a l . ,  1 9 7 1 ) ,  F u r t h e r m o r e ,  
d e n s e  p a r t i c l e s  w e re  fo u n d  a s s o c i a t e d  w i t h  e l a s t i n  i n  d e v e l o p ­
i n g  a t h e r o s c l e r o t i c  l e s i o n s  i n  t h e  t f h l t e  C a r n e a u  p i g e o n ,  and
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i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e s e  s t r u c t u r e s  r e p r e s e n t  e x t r a ­
c e l l u l a r  l i p i d  (Cooke and  S m i t h ,  1 9 6 8 ) .
I n  c o n c l u s i o n ,  t h e  c o m p lex  i n t e r r e l a t i o n s h i p s  b e tw e e n  
c e l l s  i n  m u l t l c e l l u l a r  o r g a n i s m s  l i m i t  t h e  q u e s t i o n s  t h a t  can  
be a s k e d  a b o u t  c y t o d i f f e r e n t i a t i o n  i n  t h e  i n t a c t  o r g a n i s m .  
T h e r e f o r e ,  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a n  e x p e r i m e n t a l  s y s t e m  i n  w h ic h  
t h e  i n h e r e n t  p r o p e r t i e s  o f  i s o l a t e d  and  d e f i n e d  c e l l  t y p e s  
c a n  be i n v e s t i g a t e d  u n d e r  c o n t r o l l e d  c o n d i t i o n s  i s  n e c e s s a r y  
f o r  s t u d y i n g  t h e  m a in  a s p e c t s  o f  c y t o d i f f e r e n t i a t l o n .  The 
r e s u l t s  o f  t h i s  s t u d y  d e s c r i b e  t h e  m o r p h o l o g i c a l  a s p e c t s  o f  
s u c h  a n  e x p e r i m e n t a l  s y s t e m .  V a s c u l a r  sm oo th  m u s c le  c e l l s ,  
i s o l a t e d  f ro m  t h e  i n t a c t  o r g a n i s m  and  grown i n  c e l l  c u l t u r e ,  
h a v e  b e e n  shown t o  u n d e r g o  m o r p h o l o g i c a l  d e v e l o p m e n t  w h ic h  i s  
s i m i l a r  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  v a s c u l a r  and  o t h e r  t y p e s  o f  
sm oo th  m u s c le  i n  v i v o .  The m o r p h o l o g i c a l  s i m i l a r i t y  b e tw e e n  
i n  v i t r o  and  i n  v i v o  d e v e l o p m e n t  o f  t h i s  c e l l  e s t a b l i s h e s  t h i s  
c u l t u r e  s y s t e m  a s  a  u s e f u l  m ode l  f o r  s t u d y i n g  v a r i o u s  a s p e c t s  
o f  v a s c u l a r  sm oo th  m u s c le  c y t o d i f f e r e n t i a t l o n .  S i n c e  t h e  
v a s c u l a r  sm oo th  m u s c le  c e l l  i s  t h e  m a j o r  c e l l  t y p e  i n v o l v e d  
i n  t h e  p a t h o l o g y  o f  a t h e r o s c l e r o s i s  ( t f l s s l e r ,  1 9 6 8 ) ,  a  f u l l  
k n o w le d g e  o f  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h i s  c e l l  t y p e  i s  b a s i c  t o  
u n d e r s t a n d i n g  t h i s  com plex  d i s e a s e .  These  r e s u l t s  p r o v i d e  
I n s i g h t  i n t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  v a s c u l a r  sm o o th  m u s c le  c e l l s  
a n d  c o n f i r m  t h e  a p p l i c a b i l i t y  o f  t h i s  c u l t u r e  s y s te m  f o r  
s t u d i e s  o f  a t h e r o s c l e r o s i s .
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Figure la. A phase micrograph of a 5-day White 
Carneau aorta culture showing the explant and new 
growth regions. Note the large Intercellular spaces 
and number of mitotic figures (arrow). X 125.
Figure lb. A phase micrograph of a 10-day White 
Carneau aorta culture. The number of cells has 
increased and mitotic figures are still prominent,
X 125.
Figure lc, A phase micrograph of a 10-day White 
Carneau aorta culture which is developing cellular 
confluency. X 125.
Figure Id. A phase micrograph of a 16-day White 
Carneau aorta culture exhibiting extensive cellular 












F i g u r e  2 .  A p o r t i o n  o f  a  sm oo th  m u s c le  c e l l  f ro m  t h e  
a o r t i c  m ed ia  o f  a n  1 8 - d a y  W hite  C a r n e a u  p i g e o n  embryo 
p r i o r  t o  e x p l a n t a t i o n .  The m a j o r i t y  o f  t h e  m y o f i l a ­
m e n t s  (mf) a r e  l o c a t e d  i n  b u n d l e s  c o n t a i n i n g  f u s i f o r m  
d e n s e  b o d i e s  ( d b )  and o c cup y  t h e  p e r i p h e r a l  c y t o p l a s m .  
F r e e  6 0 - 9 0  A d i a m e t e r  f i l a m e n t s  a r e  s c a t t e r e d  i n  t h e  
i n n e r  p o r t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m  ( a r r o w ) . The o r g a n e l ­
l e s  a r e  l i m i t e d  t o  t h e  j u x t a n u c l e a r  r e g i o n  o f  t h e  
c e l l .  A b a s a l  l a m i n a  ( b l )  i s  p r e s e n t  a d j a c e n t  t o  t h e  
p l a s m a  mem brane .  M i t o c h o n d r i a  ( m ) , g r a n u l a r  e n d o ­
p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( g e r ) ,  r i b o s o m e s  ( r ) ,  r i b o s o m a l  
c l u s t e r s  ( p ) ,  n u c l e u s  ( N) .  X 1 9 , 0 0 0 .  B a r  r e p r e s e n t s  
1 m i c r o n .
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F i g u r e  3 .  A f i b r o b l a s t - 1 1  Ice i n t e r l a m l n a r  c e l l  p r e ­
s e n t  I n  t h e  same a o r t a  s e g m en t  e x a m in e d  i n  F i g u r e  2 .  
The c y t o p l a s m  i s  f i l l e d  w i t h  c i s t e r n a e  o f  g r a n u l a r  
e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( g e r ) .  No c y t o p l a s m i c  f i l a ­
m e n t s  o r  b a s a l  l a m i n a  a r e  p r e s e n t .  M i t o c h o n d r i a  ( m) ,  
n u c l e u s  ( N) ,  G o l g i  v e s i c l e s  ( G) ,  c o l l a g e n  ( c ) ,  
e l a s t i n  ( E ) .  X 2 0 , 0 0 0 .  B a r  r e p r e s e n t s  1 m i c r o n .
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Figure 4. Portion of an explant from a 24-day tfhite 
Garneau aorta culture. Most of the cells apnear 
fibroblast-like in that they contain extensive 
granular endoplasmic reticulum (ger). Peripheral 
myofibrils can be seen in some cells (arrow) and 
fibrillar material (fl) fills the extracellular 
space. Basal lamina-like material can be seen asso­
ciated with portions of the cells surface (dart). 
Thick (100 A in diameter) non-myofibrillar filaments 
(f) are present throughout the cytoplasm of one of 




F i g u r e  5 .  A p o r t i o n  o f  a  c e l l  f ro m  t h e  new g r o w th  
r e g i o n  o f  a  5 - d a y  c u l t u r e .  N o te  t h e  p a u c i t y  o f  c e l l  
o r g a n e l l e s  e x c e p t  f o r  t h e  a b u n d a n c e  o f  f r e e  r i b o s o m e s  
( r ) .  A l a r g e  n u c l e u s  (N) o c c u p i e s  much o f  t h e  c y t o ­
p l a s m .  Very  l i t t l e  e x t r a c e l l u l a r  m a t e r i a l  i s  fo u n d  
a t  t h i s  s t a g e  I n  c u l t u r e .  N u c l e o l u s  ( Nu) ,  g r a n u l a r  
e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( g e r j .  X 1 2 , 0 0 0 .  B a r  r e p r e ­




F i g u r e  6 .  H i g h e r  m a g n i f i c a t i o n  o f  a  c e l l  s i m i l a r  t o  
t h a t  shown i n  F i g u r e  5* T h in  4 0 - 9 0  A d i a m e t e r  f i l a ­
m e n t s  a r e  p r e s e n t  i n  s k e i n s  n e a r  t h e  p e r i p h e r y  o f  t h e  
c e l l  ( a r r o w s ) .  T h in  6 0 - 9 0  A d i a m e t e r  f i l a m e n t s  (mf) 
a r e  f o u n d  s c a t t e r e d  t h r o u g h o u t  t h e  c y t o p l a s m .  M ic r o ­
t u b u l e s  ( mt )  a r e  p r o m i n e n t  an d  o r i e n t e d  p a r a l l e l  t o  
t h e  c e l l ' s  l o n g  a x i s .  R ib o so m es  ( r )  a r e  n u m ero u s  and  
o f t e n  o c c u r  i n  s m a l l  c l u s t e r s .  N u c l e u s  ( N) .  X 4 4 , 0 0 0 .  
B a r  r e p r e s e n t s  0 . 5  m i c r o n .
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F i g u r e  7 .  P o r t i o n s  o f  two sm oo th  m y o b l a s t s  f r o m  t h e  
new g r o w t h  r e g i o n s  o f  a n  8 - d a y  c u l t u r e .  T h i n  6 0 - 9 0  A 
d i a m e t e r  f i l a m e n t s  a r e  a l i g n e d  p a r a l l e l  t o  t h e  l o n g  
a x i s  o f  t h e  c e l l  b e n e a t h  t h e  c e l l  membranes  ( a r r o w ) .  
M i c r o t u b u l e s  ( mt )  a r e  a b u n d a n t  i n  t h i s  r e g i o n  o f  myo­
f i l a m e n t  a g g r e g a t i o n .  Numerous sm o o th  membranous 
s t r u c t u r e s  c o n t a i n i n g  e l e c t r o n  d e n s e  m a t e r i a l  ( e r )  
a r e  s c a t t e r e d  t h r o u g h o u t  t h e  c y t o p l a s m .  S m a l l  150 A 
d i a m e t e r  p a r t i c l e s  ( l o n g  a r r o w )  a r e  s e e n  i n  t h e  
m a t r i x  o f  a m i t o c h o n d r i o n  (m) p r e s e n t  i n  t h e  c e l l  on 
t h e  r i g h t .  An i n t e r m e d i a t e  t y p e  J u n c t i o n  ( d a r t )  i s  
p r e s e n t  b e tw e e n  t h e s e  two c e l l s .  X 4 0 , 0 0 0 .  B ar  
r e p r e s e n t s  0 . 5  m i c r o n .
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F i g u r e  8 .  A p o r t i o n  o f  t h e  i n n e r  c y t o p l a s m  o f  a  
sm ooth  m y o b l a s t  p r e s e n t  i n  t h e  p e r i p h e r a l  g r o w t h  
r e g i o n  o f  a n  8 - d a y  c u l t u r e .  T h in  6 0 - 9 0  A d i a m e t e r  
f i l a m e n t s  ( a r r o w )  a r e  a l i g n e d  on t h e  l o n g  a x i s  o f  t h e  
c e l l .  M i c r o t u b u l e s  (mt )  a r e  a d j a c e n t  t o  t h e  t h i n  
f i l a m e n t s  w i t h  t h e  same o r i e n t a t i o n .  M i t o c h o n d r i a  
(m) a p p e a r  t o  be i n  v a r i o u s  s t a g e s  o f  m o r p h o g e n e s i s .  
R ib o som es  f r e q u e n t l y  o c c u r  i n  s m a l l  c l u s t e r s  ( p ) .  
N u c l e u s  ( N) ,  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( g e r ) .
X 4 3 , 5 0 0 .  B a r  r e p r e s e n t s  0 . 5  m i c r o n .
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F i g u r e  9 .  A l o n g i t u d i n a l  s e c t i o n  o f  two sm ooth  myo­
b l a s t s  f ro m  a  1 0 - d a y  c u l t u r e .  Numerous  a r e a s  o f  
c l o s e  c o n t a c t  r e s e m b l i n g  i n t e r c e l l u l a r  b r i d g e s  
( a r r o w s )  a r e  p r e s e n t  b e tw e e n  t h e  c e l l s .  An a p p a r e n t  
t i g h t  J u n c t i o n  ( d a r t )  i s  a l s o  s e e n .  X 2 2 , 0 0 0 .  B a r  
r e p r e s e n t s  1 m i c r o n .
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F i g u r e  1 0 .  P o r t i o n  o f  a  smooth m y o b l a s t  i n  a more 
a d v a n c e d  s t a g e  o f  m y o g e n e s i s  f r o m  a  1 0 - d a y  c u l t u r e .  
M y o f i l a m e n t s  a r e  a g g r e g a t e d  t o g e t h e r  f o r m i n g  myo­
f i b r i l s  (MF) .  S m a l l  d e n s e  a r e a s  ( d b )  o c c u r  w i t h i n  
t h e  d e v e l o p i n g  m y o f i b r i l .  M i c r o t u b u l e s  (mt )  a r e  
c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  n e w ly  f o r m e d  m y o f i b r i l .  
T h in  6 0 - 9 0  A d i a m e t e r  f i l a m e n t s  ( a r r o w )  a r e  s c a t t e r e d  
t h r o u g h o u t  t h e  c y t o p l a s m  a s  a r e  " i n t e r m e d i a t e  100  A 
d i a m e t e r  f i l a m e n t s "  ( i f ) .  Many membrane bound b r a n c h ­
ed v e s i c l e s  a n d  t u b u l e s  ( c a )  a r e  l o c a l i z e d  i n  a  r e g i o n  
b e n e a t h  t h e  p la s m a  membrane i n  t h e  r i g h t  c o r n e r  o f  
t h e  m i c r o g r a p h .  M i t o c h o n d r i a  (m) c o n t a i n  a  few  
l n t r a m i t o c h o n d r i a l  g r a n u l e s .  X 3 4 * 8 5 0 .  B a r  r e p r e ­
s e n t s  0 . 5  m i c r o n .
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F i g u r e  1 1 a .  L i n e a r  a r r a n g e m e n t  o f  r i b o s o m a l  p a i r s  (p )  
p r e s e n t  i n  a n  8 - d a y  c u l t u r e d  c e l l .  M i c r o t u b u l e s  ( m t ) .  
X 8 0 , 0 0 0 .  B ar  r e p r e s e n t s  0 . 2 5  m i c r o n .
Figure lib. Similar arrangement of ribosomes (p) 
closely associated with aggregate of myofilaments 
(mf). 10-day culture. X 110,000. Bar represents 
0.1 micron.
F i g u r e  1 1 c .  d .  Long h e l i c a l  a r r a n g e m e n t  o f  r i b o s o m e s  
a s s o c i a t e d  w i t h  m y o f i b r i l s  i n  d e v e l o p i n g  smooth  
m y o b l a s t s  f rom  1 0 - d a y  c u l t u r e s .  A p p r o x i m a t e l y  55 
r i b o s o m e s  a r e  p r e s e n t  i n  t h e  po lysom e shown i n  
F i g u r e  l i d .  M y o f i b r i l s  (MF).  c .  X 7 6 , 0 0 0 .  B a r  
r e p r e s e n t s  0 . 3 3  m i c r o n ,  d .  X 7 2 , 0 0 0 .  B a r  r e p r e ­
s e n t s  0 . 2 5  m i c r o n .
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F i g u r e  1 2 .  A p o r t i o n  o f  a smooth, m y o b l a s t  f rom  a  
1 0 - d a y  c u l t u r e  s h o w in g  more e x t e n s i v e  m y o f i b r i l  
f o r m a t i o n .  N o te  t h e  d e c r e a s e  i n  t h e  n um b er  o f  
r i b o s o m e s  i n  t h e  a r e a  o f  t h e  d e v e l o p i n g  m y o f i b r i l  
(MF) .  The c y t o p l a s m  c o n t a i n s  n u m ero u s  n o n - a g g r e g a t e d  
t h i n  f i l a m e n t s  ( a r r o w )  and  m i c r o t u b u l e s  ( m t ) .  
L o c a l i z e d  mem branous s t r u c t u r e s  ( c a )  a r e  f o u n d  b e ­
n e a t h  t h e  p l a s m a  membrane i n  t h e  u p p e r  r i g h t  h a n d  
c o r n e r  o f  t h e  m i c r o g r a p h .  M i t o c h o n d r i a  ( m ) .
X 2 5 , 2 0 0 .  B a r  r e p r e s e n t s  1 m i c r o n .
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Figure 13. A high magnification of several dense 
bodies or "attachment sites". These areas vary in 
size and consist of a dense matrix with less electron 
opaque subunits (long arrow). Intermediate-sized 
100 A filaments (if) are frequently found projecting 
from the dense body and also In cross section within 
the dense body matrix (insert). Thin myofilaments 
(short arrow) are seen to converge upon and enter the 
dense bodies. Note the relative absense of ribosomes 
In areas of the developing myofibril. X 50,000.
Bar represents 0.5 micron.
Figure 13. Insert. A high magnification of a dense 
body showing cross sections of 100 A diameter fila­
ments (arrow). X 90,000.
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F i g u r e  1 4 .  A h i g h  m a g n i f i c a t i o n  o f  t h e  m y o f i b r i l  
(MF) shown i n  F i g u r e  1 2 .  I n t e r m e d i a t e - s i z e d  f i l a ­
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( d b ) .  M i t o c h o n d r i a  (m ) ,  m i c r o t u b u l e s  ( m t ) ,  r i b o s o m e s  
( r ) .  X 5 0 , 0 0 0 .  B a r  r e p r e s e n t s  0 . 5  m i c r o n .
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F i g u r e  1 5 .  A p o r t i o n  o f  a  1 0 - d a y  c u l t u r e d  sm ooth  
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e r y .  N o te  t h e  l i n e a r  a g g r e g a t i o n  o f  r i b o s o m e s  ( a r r o w )  
n e x t  t o  a  m y o f i b r i l  (MF).  N u c l e u s  (N ) .  X 1 4 , 9 0 0 .
B a r  r e p r e s e n t s  1 m i c r o n .
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F i g u r e  1 6 .  A p o r t i o n  o f  t h e  e x t r a c e l l u l a r  s p a c e  i n  
t h e  new g r o w t h  r e g i o n  o f  a  1 0 - d a y  c u l t u r e .  F in e  
m i c r o f i b r i l s  {f i ) a r e  p r e s e n t  w h i c h  r e s e m b l e  t h e  
m i c r o f i b r i l s  o f  im m a tu re  e l a s t i c  f i b e r s .  E l e c t r o n  
d e n s e  g r a n u l e s  ( g r )  a r e  f r e q u e n t l y  a s s o c i a t e d  w i t h  
t h e  m i c r o f i b r i l s .  X 4 6 , 0 0 0 .  B a r  r e p r e s e n t s  0 . 5  





F i g u r e  17* A p o r t i o n  o f  t h e  e x t r a c e l l u l a r  s p a c e  i n  
t h e  new g r o w t h  r e g i o n  o f  a 1 0 - d a y  c u l t u r e  sh o w in g  
t h e  f o r m a t i o n  o f  e l a s t i n .  A c e n t r a l  n o n - s t a i n i n g  
a m o rph o us  com ponen t  (A) i s  s u r r o u n d e d  by d a r k  s t a i n ­
i n g  m i c r o f i b r i l s  ( f i ) .  X 5 3 , 0 0 0 .  B a r  r e p r e s e n t s  
0 . 5  m i c r o n .
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F i g u r e  1 8 .  A p o r t i o n  o f  a  sm ooth  m u sc le  c e l l  f rom  
a 1 6 - d a y  c u l t u r e .  M y o f i b r i l s  (MF) a r e  l o c a t e d  i n  t h e  
p e r i p h e r y  o f  t h e  c e l l  w h i l e  t h e  o r g a n e l l e s  assume 
a J u x t a n u c l e a r  p o s i t i o n .  A l a r g e  p r o m i n e n t  G o lg i  
complex  (G) i s  p r e s e n t  w i t h  num erous  v e s i c l e s .
Dense i n t r a m i t o c h o n d r i a l  g r a n u l e s  a r e  c o n s p i c u o u s  
w i t h i n  t h e  m i t o c h o n d r i a l  m a t r i x  (m ) .  A bu nd an t  m a t u r e  
e l a s t i n  (E) i s  fo u n d  i n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  sp a c e  and 
f i n e  m i c r o f i b r i l s  ( a r r o w )  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  
c e l l  s u r f a c e .  G r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( g e r ) ,  
n u c l e u s  ( N ) .  X 7 , 9 0 0 .  B ar  r e p r e s e n t s  1 m i c r o n .
77
78
F i g u r e  19* A p o r t i o n  o f  a  c e l l  i n  t h e  m o s t  a d v a n c e d  
s t a g e  o f  m y o g e n e s i s  f o u n d  i n  1 0 - d a y  c u l t u r e s .  Myo­
f i b r i l s  (MF) a r e  a b u n d a n t  and  s c a t t e r e d  t h r o u g h o u t  
t h e  c y t o p l a s m .  G r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( g e r )  
i s  p r o m i n e n t  a n d  a  s m a l l  G o l g t  c o m p lex  {G) i s  p r e s e n t .  
N ote  t h e  f i n e  m i c r o f i b r i l s  ( f i )  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  
c e l l  s u r f a c e .  M i t o c h o n d r i a  (m ) ,  n u c l e a r  p o r e s  
( a r r o w ) ,  n u c l e u s  (N ) ,  n u c l e o l u s  ( N u ) .  X 1 0 , 8 0 0 .
Bar r e p r e s e n t s  1 m ic r o n .
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F i g u r e  2 0 .  A p o r t i o n  o f  a  sm oo th  m u sc le  c e l l  t h a t  
h a s  b e e n  c u l t u r e d  f o r  24  d a y s .  A h i g h l y  d e v e l o p e d  
c i l i u m  i s  s e e n  e m e rg in g  f rom t h e  c e l l  s u r f a c e  ( a r r o w ) .  
P a r t  o f  a  m y o f i b r i l  i s  i n  t h e  u p p e r  r i g h t  hand c o r n e r  
o f  t h i s  m i c r o g r a p h  (MF). X 2 4 , 2 0 0 .  B a r  r e p r e s e n t s  
1 m i c r o n .
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F i g u r e  2 1 .  P e r i p h e r a l  c y t o p l a s m  o f  a  1 6 - d a y  c u l t u r e d  
sm oo th  m u s c le  c e l l  w i t h  s u r f a c e - a s s o c i a t e d  t u f t s  o f  
f i b r i l l a r  m a t e r i a l  ( a r r o w )  e x t e n d i n g  i n t o  t h e  e x t r a ­
c e l l u l a r  s p a c e .  C h a r a c t e r i s t i c  c a v e o l a e  l n t r a c e l l -  
u l a l r e s  ( c i )  a r e  n um ero u s  b e n e a t h  t h e  c e l l  m em brane .  
G r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( g e r ) .  X 4 4 , 0 0 0 .
B ar  r e p r e s e n t s  0 . 5  m i c r o n .
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F i g u r e  2 2 .  A p o r t i o n  o f  a  sm oo th  m u s c le  c e l l  f r o m  a  
1 6 - d a y  c u l t u r e .  C r o s s  b a n d e d  f i b r i l s  (F )  a r e  c l o s e l y  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  c e l l  s u r f a c e .  N o te  t h e  f i b r i l l a r  
n a t u r e  o f  t h e  m a t e r i a l  ( a r r o w )  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  
p l a s m a  membrane on t h e  r i g h t  s i d e  o f  t h i s  c e l l .  
C a v e o l a e  i n t r a c e l l u l a i r e s  ( c i )  a r e  nu m ero u s  a l o n g  
t h e  p la s m a  m em brane .  M y o f i b r i l  (MF).  X 2 8 , 0 0 0 .
B ar r e p r e s e n t s  1 m ic r o n .
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ABSTRACT
P i n e  s t r u c t u r a l  c h a n g e s  w h i c h  p r e c e d e  a n d  accom pany  
l l p l d  a c c u m u l a t i o n  I n  c u l t u r e d  v a s c u l a r  sm oo th  m u s c l e  c e l l s  
f ro m  a t h e r o s c l e r o s i s - s u s c e p t i b l e  W hite  C a r n e a u  p i g e o n s  w e re  
e x am in e d  d u r i n g  a  2 4 - d a y  c u l t u r e  p e r i o d .  P a r a l l e l  c e l l  
c u l t u r e s  f ro m  a t h e r o s c l e r o s i s - r e s i s t a n t  Show R a c e r  p i g e o n s  
s e r v e d  a s  c o n t r o l s .
P r i o r  t o  l l p l d  a c c u m u l a t i o n ,  c u l t u r e d  W hite  C a r n e a u  
v a s c u l a r  sm oo th  m u s c le  c e l l s  c o n t a i n e d  e x t e n s i v e ,  d i l a t e d  
c i s t e r n a e  o f  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  w h i l e  s i m i l a r  
c e l l s  f rom  Show R a c e r  p i g e o n s  l a c k e d  s u c h  d i l a t i o n s .  
S u b s e q u e n t l y ,  c e l l s  f r o m  t h e  s u s c e p t i b l e  b r e e d  a c c u m u l a t e d  
l i p i d  d r o p l e t s  and  fo rm e d  foam c e l l s  d u r i n g  t h e  l a t e r  s t a g e s  
o f  c u l t u r e .  T h i s  p r o c e s s  i s  shown t o  i n v o l v e  t h e  m em branes  
o f  t h e  g r a n u l a r  a n d  a g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m .
The s e q u e n c e  o f  c e l l u l a r  d e g e n e r a t i o n  i n  v i t r o  
r e s e m b l e s  t h e  s e q u e n t i a l  d e g e n e r a t i o n  o f  v a s c u l a r  sm oo th  
m u s c le  c e l l s  i n v o l v e d  i n  a t h e r o g e n e s i s  i n  v i v o , an d  m orph o ­
l o g i c a l  e v i d e n c e  i s  p r e s e n t e d  w h i c h  s u g g e s t s  t h a t  some o f  t h e  
a c c u m u l a t e d  l i p i d  i n  v i t r o  i s  b i o s y n t h e s i z e d .  C u l t u r e d  
v a s c u l a r  sm o o th  m u s c le  c e l l s  f r o m  W hite  C a r n e a u  a n d  Show 
R a c e r  p i g e o n s  a r e  p r e s e n t e d  a s  a  m od e l  f o r  d e t e r m i n i n g  t h e  
m e c h a n i s m ( s )  o f  l i p i d  a c c u m u l a t i o n  d u r i n g  a t h e r o g e n e s i s .
v
INTRODUCTION
A t h e r o s c l e r o s i s - s u s c e p t i b l e  W hite  C a r n e a u  and  a t h e r o ­
s c l e r o s i s - r e s i s t a n t  Show R a c e r  p i g e o n s  h a v e  p r o v e n  t o  be a  
u s e f u l  a n i m a l  s y s t e m  i n  t h e  s t u d y  o f  s p o n t a n e o u s  a t h e r o ­
s c l e r o s i s  ( P r i c h a r d  e t  a l , ,  1 9 6 2 ;  P r i c h a r d ,  1 9 6 5 ;  S a n t e r r e  
e t  a l . ,  1 9 7 2 ) .  White  C a r n e a u  p i g e o n s  d e v e l o p  a o r t i c  l e s i o n s  
w h i c h  c l o s e l y  r e s e m b l e  t h o s e  o f  t h e  human d i s e a s e  ( C l a r k s o n  
e t  a l . ,  1959)  w h i l e  Show R a c e r  p i g e o n s  fo rm  a  s u i t a b l e  
n e g a t i v e  c o n t r o l  f o r  c o m p a r i s o n s .  S i n c e  s i m i l a r  e n v i r o n m e n ­
t a l  c o n d i t i o n s  ( d i e t ,  h o u s i n g  a nd  e x e r c i s e )  h a v e  b e e n  e m p lo y ­
ed  f o r  b o t h  b r e e d s  i n  s t u d i e s  u s i n g  t h i s  a n i m a l  s y s t e m ,  
s u s c e p t i b i l i t y  t o  a t h e r o s c l e r o s i s  i s  b e l i e v e d  t o  be r e l a t e d  
t o  a n  u n d e r l y i n g  g e n e t i c  f a c t o r  ( C l a r k s o n  e t  a l . ,  1 9 5 9 )*
I n  a t t e m p t s  t o  i s o l a t e  and i d e n t i f y  t h e  i n h e r i t e d  
m e t a b o l i c  d e f e c t  r e s p o n s i b l e  f o r  a t h e r o s c l e r o t i c  s u s c e p t i b i l ­
i t y ,  a o r t a  c e l l  c u l t u r e s  f r o m  W hite  C a r n e a u  a n d  Show R a c e r  
p i g e o n s  w ere  d e v e l o p e d  ( S m i t h  e t  a l . ,  1 9 6 5 )*  S u b s e q u e n t  
s t u d i e s  u s i n g  t h i s  e x p e r i m e n t a l  s y s t e m  h a v e  shown t h a t  
s i m i l a r  m e t a b o l i c  a n d  b i o c h e m i c a l  p a t t e r n s  e x i s t  b e tw e e n  
c u l t u r e d  a o r t a  c e l l s  and  c e l l s  p r e s e n t  i n  d e v e l o p i n g  a o r t i c  
l e s i o n s  f r o m  White C a r n e a u  p i g e o n s  ( N i c o l o s i  e t  a l . ,  1 9 7 2 ;  
S a n t e r r e  e t  a l . ,  1 9 7 2 ;  S m i t h  e t  a l . ,  1 9 6 6 ) .  A l t h o u g h  t h e  
u l t r a s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  v a s c u l a r  sm oo th  m u s c le  
c e l l s  I n v o l v e d  i n  l e s i o n  f o r m a t i o n  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  
(Cooke a nd  S m i t h ,  1 9 6 8 ) ,  no  d e t a i l e d  a c c o u n t  o f  t h e  m o rph o ­
l o g i c a l  c h a n g e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  d e g e n e r a t i o n  o f  c u l t u r e d
1
2aorta cells has been presented. Furthermore, the sequence of 
events that occurs within Individual cells during lesion 
formation in vivo cannot be readily determined because of 
indeterminant transitional stages.
The purpose of this communication is to provide an 
ultrastructural description of the cellular changes which 
precede and accompany llpld accumulation in cultured vascular 
smooth muscle cells from atherosclerosis-susceptible White 
Carneau pigeons. These changes are compared with those 
occurring within smooth muscle cells of the White Carneau aorta 
during atherogenesis in vivo in order to evaluate the suita­
bility of cell culture in the study of atherosclerosis. In 
addition, ultrastructural comparisons of cells cultured from 
atherosclerosis-susceptible White Carneau and atherosclerosis- 
resistant Show Racer pigeons extend previous metabolic and 
biochemical studies, and provide additional insight into the 
nature of the metabolic defect which predisposes to 
atherosclerosis.
3MATERIAL AND METHODS
P r i m a r y  a o r t a  c e l l  c u l t u r e s  f ro m  W hite  C a r n e a u  a n d  
Show R a c e r  p i g e o n s  w e re  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  p r o c e d u r e  
o f  S m i th  e t  a l .  ( 1 9 6 5 ) .  S i n c e  a  p r e v i o u s  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  
s t u d y  o f  t h e s e  c u l t u r e s  e s t a b l i s h e d  t h e  p r e s e n c e  o f  p a r t i a l l y  
d i f f e r e n t i a t e d  sm o o th  m u s c le  c e l l s  by 10 d a y s  i n  c u l t u r e  
(W igh t  e t  a l . ,  1 9 7 2 ) ,  t h i s  c u l t u r e  a g e  was c h o s e n  a s  t h e  
minimum ag e  f o r  e x a m i n a t i o n .  C u l t u r e s  w e re  p r e p a r e d  f o r  
e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  a t  1 0 ,  1 4 ,  1 6 ,  1 8 ,  2 1 ,  and  24  d a y s  o f  
I n c u b a t i o n  by t h e  m ethod  o f  B r i n k l e y  e t  a l .  ( 1 9 6 7 )  w i t h  
s l i g h t  m o d i f i c a t i o n  (W igh t  e t  a l . ,  1 9 7 2 ) .  The m o n o l a y e r s  
w ere  f i x e d  i n  s i t u  i n  c a c o d y l a t e  b u f f e r e d  3% g l u t a r a l d e h y d e  
(pH 7 . 3 )  f o r  1 ^  h o u r s  a t  room t e m p e r a t u r e  and  p o s t  f i x e d  i n  
v e r o n a l  b u f f e r e d  1% OsO^ f o r  30 m i n u t e s  a t  room t e m p e r a t u r e .  
A f t e r  a  t h o r o u g h  r i n s i n g  o f  t h e  c e l l s  w i t h  d i s t i l l e d  w a t e r ,  
t h e y  w e re  p r e - s t a i n e d  w i t h  2 % u r a n y l  a c e t a t e .  S u b s e q u e n t  t o  
d e h y d r a t i o n  an d  t r e a t m e n t  w i t h  h y d r o x y p r o p y l  m e t h a c r y l a t e ,  
t h e  m o n o l a y e r s  w e re  i n f i l t r a t e d  w i t h  Epon 812 ( L u f t ,  19 6 1 )  
d i r e c t l y  i n  t h e  p l a s t i c  t i s s u e  c u l t u r e  f l a s k s .  A f t e r  p o l y ­
m e r i z a t i o n ,  t h e  Epon w i t h  t h e  embedded m o n o l a y e r s  was s p l i t  
f ro m  t h e  f l a s k  and  e x am in e d  by p h a s e  c o n t r a s t  m i c r o s c o p y .  
A r e a s  o f  t h e  m o n o l a y e r  w e re  s e l e c t e d  f o r  s e c t i o n i n g ,  c u t  i n t o  
1 mm s q u a r e  b l o c k s  a n d  m o un ted  on t h e  end o f  Epon c a p s u l e s .  
T h in  s e c t i o n s  w e re  c u t  w i t h  a  d iam ond  k n i f e  on a  P o r t e r - B l u m  
MT-2 u l t r a m i c r o t o m e ,  d o u b l e  s t a i n e d  w i t h  u r a n y l  a c e t a t e  a nd  
l e a d  c i t r a t e ,  and  e x a m in e d  i n  a  P h i l i p s  EM 200 e l e c t r o n  
m i c r o s c o p e .
4RESULTS
I n  a  p r e v i o u s  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  s t u d y  o f  d e v e l o p i n g  
p i g e o n  v a s c u l a r  sm oo th  m u s c le  c e l l s  i n  c u l t u r e ,  i t  was fo u n d  
t h a t  d u r i n g  t h e  f i r s t  10 d a y s  i n  p r i m a r y  c u l t u r e ,  a l l  o f  t h e  
c e l l s  i n  t h e  p e r i p h e r a l  new g r o w t h  a r e a s  w ere  i n  e a r l y  a n d  
i n t e r m e d i a t e  s t a g e s  o f  d i f f e r e n t i a t i o n  (W ight  e t  a l . ,  1 9 7 2 ) .
I n  e a r l y  d e v e l o p m e n t a l  s t a g e s ,  t h e  sm o o th  m y o b l a s t s  c o n t a i n e d  
v e r y  few l i p i d  i n c l u s i o n s ,  b u t ,  when p r e s e n t ,  t h e s e  i n c l u ­
s i o n s  a p p e a r e d  a s  s m a l l ,  o v a l ,  o s m i o p h i l i c  d r o p l e t s  o f  u n i f o r m  
e l e c t r o n  d e n s i t y  m e a s u r i n g  a p p r o x i m a t e l y  0 . 2 - 0 , 4  m i c r o n  i n  
d i a m e t e r  ( P i g .  1 ) .  I n  s l i g h t l y  more  a d v a n c e d  s t a g e s  o f  
d i f f e r e n t i a t i o n ,  s i m i l a r  b u t  l a r g e r  l i p i d  i n c l u s i o n s  ( 0 . 5 - 0 * 8  
m i c r o n  i n  d i a m e t e r )  w e re  p r e s e n t  w i t h i n  t h e  c e l l s .  I n  
a d d i t i o n ,  s m a l l  membranous w h o r l s  r e s e m b l i n g  m y e l i n  f i g u r e s  
were  o b s e r v e d ,  o f t e n  a s s o c i a t e d  w i t h  membrane bound i n c l u s i o n  
b o d i e s  c o n t a i n i n g  e l e c t r o n  d e n s e  f l o c c u l e n t  m a t e r i a l  ( P i g .  2 ) .  
O s m i o p h i l i c  d r o p l e t s ,  membranous w h o r l s  and  membrane bo u nd  
i n c l u s i o n  b o d i e s  w e re  p r e s e n t  i n  b o t h  White  C a r n e a u  a n d  
Show R a c e r  c u l t u r e d  a o r t i c  sm oo th  m y o b l a s t s  w i t h  a p p r o x i m a t e l y  
e q u a l  f r e q u e n c y  d u r i n g  t h e s e  e a r l y  s t a g e s  o f  c y t o d i f f e r e n -  
t l a t l o n .
D u r i n g  t h e  1 0 - 1 6 - d a y  c u l t u r e  p e r i o d ,  a o r t a  c e l l s  f r o m  
t h e  W hite  C a r n e a u  w e r e  o b s e r v e d  t o  c o n t a i n  e n l a r g e d  a n d  
d i l a t e d  c i s t e r n a e  o f  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m .  These  
c i s t e r n a l  d i l a t i o n s  f r e q u e n t l y  o c c u p i e d  a  l a r g e  p o r t i o n  o f  
t h e  p e r i n u c l e a r  c y t o p l a s m  ( P i g s .  3 , 4 ) ,  and  w e re  p r e s e n t  i n
5t h e  p e r i p h e r a l  c y t o p l a s m  ( F i g .  5 ) .  A l t h o u g h  t h e s e  c e l l s  
c o n t a i n e d  a b n o r m a l l y  l a r g e  a m o u n t s  o f  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  
r e t i c u l u m ,  t h e y  w e re  r e c o g n i z e d  a s  sm o o th  m u s c le  c e l l s  by 
t h e  p r o m i n e n t  o c c u r r e n c e  o f  m y o f i l a m e n t s  w i t h  a s s o c i a t e d  
d e n s e  b o d i e s  ( m y o f i b r i l s )  ( F i g s .  3 , 4 )  a n d  n u m ero u s  s m a l l  
s u r f a c e  v e s i c l e s  ( c a v e o l a e  i n t r a c e l l u l a i r e s )  a d j a c e n t  t o  t h e  
p la s m a  membrane ( F i g .  5 ) .  A d i s t i n c t  b a s a l  l a m i n a  was 
c o n s p i c u o u s l y  a b s e n t  a r o u n d  m o s t  o f  t h e  c e l l s  a t  t h i s  s t a g e  
o f  d e v e l o p m e n t .  A l t h o u g h  c i s t e r n a l  d i l a t i o n s  o f  g r a n u l a r  
e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  w ere  o b s e r v e d  i n  Show R a c e r  sm ooth  
m u s c le  c e l l s  f ro m  p a r a l l e l  c u l t u r e s ,  t h e y  were  n o t  n e a r l y  a s  
a b u n d a n t  o r  a s  l a r g e  a s  t h o s e  o b s e r v e d  i n  t h e  r f h l t e  C a r n e a u  
c u l t u r e d  sm oo th  m u s c le  c e l l s .  F u r t h e r m o r e ,  c u l t u r e d  c e l l s  
f r o m  t h e  Show R a c e r  a o r t a  c o n t a i n e d  more  m y o f i l a m e n t s  a n d  
a p p e a r e d  more  d i f f e r e n t i a t e d  t h a n  c o r r e s p o n d i n g  c e l l s  f ro m  
t h e  v /h i te  C a r n e a u .  The m o d i f i c a t i o n  o f  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  
r e t i c u l u m  o c c u r r e d  p r i o r  t o  a ny  s i g n i f i c a n t  a c c u m u l a t i o n  o f  
d e m o n s t r a b l e  l l p l d .
Some o f  t h e  d i l a t e d  c i s t e r n a e  o f  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  
r e t i c u l u m  fo rm e d  d i s c r e t e  r o u n d e d  v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  a  f i n e ,  
g r a n u l a r  m a t e r i a l  ( F i g s .  6 , 7 ) .  A l t h o u g h  r i b o s o m e s  r e m a i n e d  
a t t a c h e d  t o  t h e  c i s t e r n a l  m em branes  d u r i n g  t h e  f o r m a t i o n  o f  
t h e s e  s t r u c t u r e s ,  t h e y  w e re  l e s s  n u m e ro u s  and w e r e  s p a c e d  
f a r t h e r  a p a r t  t h a n  t h o s e  n o r m a l l y  s e e n  on t h e  m em branes  o f  
t h e  i r r e g u l a r  c i s t e r n a l  d i l a t i o n s  o f  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  
r e t i c u l u m .  O c c a s i o n a l l y ,  a  few  m em bran e -b o un d  v e s i c l e s ,  
d e v o i d  o f  a t t a c h e d  r i b o s o m e s  b u t  c o n t a i n i n g  m a t e r i a l  s i m i l a r
6to that found within the cisternae of granular endoplasmic 
reticulum can be seen in the vicinity of the granular endo­
plasmic reticulum (Fig. 4, arrow).
Lipid inclusions were Intimately associated with the 
dilated cisternae of granular endoplasmic reticulum In many 
of the cultured White Carneau aortic smooth muscle cells 
during the 10-l6-day culture period (Figs. 8a,b). Although 
a membrane could not be resolved around the lipid inclusions, 
heavily stained ribosomes bordered the lipid droplets, sug­
gesting that the lipid may have originated within the cis­
ternae of granular endoplasmic reticulum. The lack of 
distinct boundaries between the cisternal dilations and 
llpld droplets further Illustrates the Intimate association 
of these two structures.
During the 16-24-day culture period, the number of 
lipid inclusions Increased in aortic smooth muscle cells 
from both breeds. However, larger and more numerous lipid 
inclusions were conslstantly observed in smooth muscle cells 
cultured from the aortas of the White Carneau. Most of the 
lipid inclusions occurred In the form of dense homogeneous 
circular droplets, and, In cells which were involved in the 
early stages of lipid accumulation, these circular droplets 
often had irregular borders (Fig. 9). A discontinuous mem­
brane could be seen around portions of these inclusions. As 
the smooth muscle cells accumulated more lipid, large drop­
lets (1-3 microns) were deposited in the perinuclear region 
of the cytoplasm (Figs. 10,11,12). These droplets were often
7s e e n  I m m e d i a t e l y  a d j a c e n t  t o  t h e  n u c l e u s ,  o f t e n  c a u s i n g  a  
d e p r e s s i o n  i n  t h e  n u c l e a r  c o n t o u r  ( P i g s .  1 0 , 1 1 , 1 2 ) ,  Some 
o f  t h e  l a r g e r  l i p i d  d r o p l e t s  c o n t a i n e d  e l e c t r o n - l u c i d  a r e a s  
w h ic h  m os t  l i k e l y  r e p r e s e n t  p a r t i a l l y  e x t r a c t e d  l i p i d  ( F i g s .  
1 0 , 1 2 ) ,  The m i t o c h o n d r i a  i n  many o f  t h e  l i p i d - l a d e n  t f h i t e  
C a r n e a u  c e l l s  l a c k e d  d i s t i n c t  I n t e r n a l  s t r u c t u r e  and  a p p e a r e d  
a b n o rm a l  ( P i g .  9 ) ,  Membrane bound  I n c l u s i o n s  c o n t a i n i n g  
h e t e r o g e n e o u s  e l e c t r o n  d e n s e  m a t e r i a l  w e re  a l s o  a b u n d a n t  
n e a r  t h e  l i p i d  d r o p l e t s  i n  t h e s e  c e l l s .  C e l l s  t h a t  c o n t a i n e d  
m o d e r a t e  a m o u n ts  o f  l i p i d  c o u l d  be r e c o g n i z e d  a s  sm oo th  
m u s c le  c e l l s  by t h e  p r e s e n c e  o f  p e r i p h e r a l  c y t o p l a s m i c  myo­
f i l a m e n t s  a n d  d e n s e  b o d i e s ,  and  by a  d i s c o n t i n u o u s ,  o f t e n  
t h i c k e n e d ,  b a s a l  l a m i n a  a d j a c e n t  t o  t h e  p la s m a  m em brane .  
G r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  was p r e s e n t  i n  l i p i d - l a d e n  
smooth  m u s c l e  c e l l s  b u t  t h e  c i s t e r n a e  w ere  n o t  d i l a t e d  a s  
o b s e r v e d  p r i o r  t o  l i p i d  a c c u m u l a t i o n ,
A s t r i k i n g  f e a t u r e  o f  t h e  sm oo th  m u s c l e  c e l l s  t h a t  
had  a c c u m u l a t e d  l l p l d  was t h e  a p p a r e n t  i n c r e a s e  i n  t h e  am ount  
o f  a g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  c o u p l e d  w i t h  a n  a p p a r e n t  
d e c r e a s e  i n  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m .  Much o f  t h e  
a g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  c o n s i s t e d  o f  a  s y s t e m  o f  
a n a s t o m o s i n g  t u b u l e s  m e a s u r i n g  a p p r o x i m a t e l y  5 0 - 1 0 0  m i l l i ­
m i c r o n s  i n  d i a m e t e r  ( P i g ,  1 3 ) .  O c c a s i o n a l  r i b o s o m e s  w e re  
s e e n  a t t a c h e d  t o  t h e  sm ooth  m em branes  o f  t h e s e  t u b u l e s  
s u g g e s t i n g  a  " t r a n s i t i o n "  f ro m  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  
t o  a g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m .  The sm oo th  membranous 
t u b u l e s  w e re  f r e q u e n t l y  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  l a r g e  l i p i d
8i n c l u s i o n s  ( F i g .  1 3 ) .
The a g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  a l s o  e x i s t e d  a s  
p a r a l l e l  membranes  s e p a r a t e d  by a  2 0 0 - 4 0 0  A s p a c e .  
O c c a s i o n a l l y ,  s m a l l  ( 6 0 0 - 9 0 0  A i n  d i a m e t e r )  membranous 
" b l e b s "  w ere  s e e n  p r o j e c t i n g  f ro m  s l i g h t l y  d i l a t e d  c i s t e r n a e  
o f  a g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( F i g .  1 4 ) .  S m a l l  6 0 0 -  
900 A d i a m e t e r  v e s i c l e s  w e re  p r e s e n t  i m m e d i a t e l y  a d j a c e n t  t o  
t h e  " b l e b s "  a p p e a r i n g  t o  h a v e  p i n c h e d  o f f  f r o m  t h e  m em b ran e s .  
H ow ever ,  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  t h e s e  v e s i c l e s  m e r e l y  r e p r e s e n t  
c r o s s  s e c t i o n s  o f  c i s t e r n a e  o f  t h e  a g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  
r e t i c u l u m  c a n n o t  be e x c l u d e d .  I n t e r e s t i n g l y ,  t h e s e  " v e s i c l e s "  
a p p e a r  i n  c l o s e  p r o x i m i t y  t o  l i p i d  I n c l u s i o n s  ( F i g .  1 4 ) .
C i s t e r n a l  m em branes  o f  t h e  a g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  
r e t i c u l u m  w e re  i n t i m a t e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  l i p i d  d r o p l e t s ,  and  
some l i p i d  i n c l u s i o n s  c a n  be s e e n  c o m p l e t e l y  s u r r o u n d e d  by 
t h e s e  p a r a l l e l  sm ooth  m em branes  ( F i g s .  1 4 , 1 5 ) .  O c c a s i o n a l l y ,  
t h e  m em branes  fo rm e d  c o n c e n t r i c  m embranous l a y e r s  ( w h o r l s )  
a r o u n d  l i p i d  d r o p l e t s  ( F i g .  1 6 ) .  T hese  w h o r l s  c o n s i s t e d  o f  
up  t o  t e n  sm oo th  m em branes  a r r a n g e d  c o n c e n t r i c a l l y  a n d  
s e p a r a t e d  by a  s p a c e  o f  a p p r o x i m a t e l y  3 0 - 1 0 0  A.
S m a l l  G o l g i  c o m p l e x e s ,  c o n s i s t i n g  o f  c r e s c e n t r i c  a nd  
c o n c e n t r i c a l l y  a r r a n g e d  s a c c u l e s  w i t h  a s s o c i a t e d  v e s i c l e s  
w e re  o b s e r v e d  i n  i s o l a t e d  r e g i o n s  t h r o u g h o u t  t h e  c y t o p l a s m  i n  
b o t h  t f h i t e  C a r n e a u  and  Show R a c e r  c u l t u r e d  a o r t i c  sm oo th  
m u s c le  c e l l s  ( F i g s .  1 7 , 1 8 ) .  L i p i d  d r o p l e t s  w ere  f r e q u e n t l y  
a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  G o l g i  c i s t e r n a e  and  v e s i c l e s ,  u s u a l l y  
i m m e d i a t e l y  a d j a c e n t  t o  t h e  f o r m i n g  o r  Im m atu re  f a c e  o f  t h e
9G o lg i  c o m p le x .  G o l g i  v e s i c l e s  c o u l d  be s e e n  c l o s e  t o  a n d  i n  
c o n t a c t  w i t h  t h e  l i p i d  i n c l u s i o n s  ( F i g s .  1 7 , 1 8 ) .
.E x te n s iv e  l i p i d  a c c u m u l a t i o n  was commonly o b s e r v e d  
i n  2 0 - 2 4 - d a y  c u l t u r e d  sm o o th  m u s c le  c e l l s  f ro m  W hite  C a r n e a u  
a o r t a s .  L i p i d  i n c l u s i o n s  o c c u p i e d  t h e  b u l k  o f  t h e  c e n t r a l  
a r e a  o f  t h e  c y t o p l a s m  and  w ere  t y p i c a l l y  more e l e c t r o n  d e n s e  
t h a n  s i m i l a r  l i p i d  i n c l u s i o n s  f ro m  l e s s  i n v o l v e d  c e l l s  ( F i g .  
1 9 )*  Some c e l l s  c o u l d  be r e c o g n i z e d  a s  " m y o - i n t i m a l  foam  
c e l l s "  by t h e  i n c r e a s e d  number  o f  l a r g e  l i p i d  i n c l u s i o n s  
(1 m i c r o n ) ,  by t h e  p r e s e n c e  o f  m y o f i l a m e n t s  and  d e n s e  b o d i e s  
c o n f i n e d  t o  t h e  p e r i p h e r a l  c y t o p l a s m ,  and  by a  f r a g m e n t a r y  
b a s a l  l a m i n a  ( F i g .  2 0 ) .  Most o f  t h e  l i p i d  i n c l u s i o n s  i n  foam 
c e l l s  c o n s i s t e d  o f  a  h e a v i l y  s t a i n e d  m a t r i x  w i t h  a  t h i n ,  l e s s  
e l e c t r o n  d e n s e  o u t e r  a r e a .  Some o f  t h e  l i p i d  d r o p l e t s  
a p p e a r e d  t o  i n c o r p o r a t e  b a n d s  o f  m y o f i l a m e n t s  ( F i g .  2 0 ) .
The c y t o p l a s m i c  c o m p o n e n ts  i m m e d i a t e l y  a d j a c e n t  t o  t h e  l i p i d  
i n c l u s i o n s  w e re  h e a v i l y  s t a i n e d  ( F i g .  2 0 ) .  M i t o c h o n d r i a ,  
a g r a n u l a r  a n d  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  a n d  G o l g i  
c o m p le x e s  w e re  g r e a t l y  d i m i n i s h e d  i n  t h e  l i p i d - l a d e n  sm oo th  
m u s c le  c e l l s .
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DISCUSSION
I n  a  p r e v i o u s  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  s t u d y  o f  l 6 - 2 4 - d a y  
p r i m a r y  a o r t a  c e l l  c u l t u r e s  f ro m  a t h e r o s c l e r o s i s - s u s c e p t i b l e  
White  C a r n e a u  and  a t h e r o s c l e r o s i s - r e s i s t a n t  Show R a c e r  p i ­
g e o n s ,  I t  was d e m o n s t r a t e d  t h a t  new g ro w th  a r e a s  o f  t h e  
m o n o l a y e r s  c o n s i s t e d  p r i m a r i l y  o f  smooth  m u s c le  c e l l s  s e p a ­
r a t e d  by c o m p o n e n ts  o f  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  (W ig h t  e t  a l , ,  
1 9 7 2 ) .  S i m i l a r  o b s e r v a t i o n s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  f o r  c u l t u r e s  
d e r i v e d  f ro m  m e d i a l  e x p l a n t s  o f  sw in e  t h o r a c i c  a o r t a s  
( J a r m o l y c h  e t  a l , ,  1 9 6 8 ) ,  a n d  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  
t h e s e  c e l l  c u l t u r e s  r e s e m b l e  e a r l y  a t h e r o s c l e r o t i c  l e s i o n s  
s i n c e  two o f  t h e  i n i t i a l  e v e n t s  i n  a t h e r o g e n e s i s ,  n a m e ly ,  
sm o o th  m u s c le  c e l l  p r o l i f e r a t i o n  an d  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  
p r o d u c t i o n ,  c a n  be p r o d u c e d  i n  v i t r o . A l t h o u g h  J a r m o l y c h  
e t  a l .  ( 1 9 6 8 ) fo u n d  t h a t  s i m i l a r  c e l l  t y p e s  e x i s t e d  i n  a o r t a  
c u l t u r e s  a s  e x i s t e d  I n  a t h e r o s c l e r o t i c  l e s i o n s  i n  v i v o , t h e y  
d i d  n o t  o b s e r v e  I n t r a c e l l u l a r  l l p l d  a c c u m u l a t i o n  o r  foam  c e l l  
f o r m a t i o n  i n  a n y  o f  t h e  c u l t u r e d  c e l l s .  The l a c k  o f  l i p i d  
a c c u m u l a t i o n  was a t t r i b u t e d  t o  t h e  f a c t  t h a t  e i t h e r  t h e  
g r o w t h  medium was n o t  h y p e r l i p e r a i c  o r  some c e l l u l a r  o r  
e x t r a c e l l u l a r  co m p on en t  w h ic h  was p r e s e n t  i n  v i v o  was l a c k i n g  
i n  v i t r o .
I n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  a o r t i c  smooth  m u s c le  c e l l s  
c u l t u r e d  f r o m  a t h e r o s c l e r o s i s - s u s c e p t i b l e  W h i te  C a r n e a u  
p i g e o n s ,  m a i n t a i n e d  i n  a  n o n - h y p e r l i p e m i c  g r o w t h  medium 
a c c u m u l a t e  l l p l d  a nd  e v e n t u a l l y  fo rm  foam c e l l s .  P r e v i o u s
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b i o c h e m i c a l  s t u d i e s  h a v e  d e m o n s t r a t e d  t h a t  c u l t u r e d  White  
O a rn eau  a o r t a  c e l l s  c o n t a i n  more l i p i d  t h a n  s i m i l a r  Show 
R a c e r  c e l l s  m a i n t a i n e d  i n  t h e  same n o n - h y p e r l i p e r a i c  medium 
( N l c o l o s i  e t  a l . ,  1 9 7 2 ) .  These  two o b s e r v a t i o n s  s u p p o r t  t h e  
h y p o t h e s i s  t h a t  a n  i n h e r i t e d  m e t a b o l i c  d e f e c t  i s  p r e s e n t  i n  
a r t e r i a l  c e l l s  f ro m  a t h e r o s c l e r o s i s - s u s c e p t i b l e  s p e c i e s  
w h ic h  r e s u l t s  i n  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  l i p i d  a n d  e v e n t u a l  
f o r m a t i o n  o f  foam c e l l s  ( L a z z a r i n l - R o b e r t s o n ,  1 9 6 5 ;  S m i th  
e t  a l . ,  1 9 6 6 ) .  S i n c e  foam  c e l l  f o r m a t i o n  i s  a  p r i m a r y  e v e n t  
i n  t h e  e t i o l o g y  o f  a n i m a l  and  human a t h e r o s c l e r o s i s  ( s e e  
r e v i e w  by W i s s l e r  an d  V e s s e l i n o v i t c h ,  1 9 6 8 ) ,  t h i s  c e l l  
c u l t u r e  s y s t e m  a p p e a r s  t o  p r o v i d e  a  v a l u a b l e  m ode l  f o r  t h e  
s t u d y  o f  t h i s  p h a s e  o f  t h e  d i s e a s e .
E l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  s t u d i e s  o f  s p o n t a n e o u s  a n d  
e x p e r i m e n t a l  a t h e r o s c l e r o s i s  h a v e  e s t a b l i s h e d  t h a t  v a s c u l a r  
sm oo th  m u s c l e  c e l l s  u n d e r g o  s t r u c t u r a l  and  f u n c t i o n a l  mod­
i f i c a t i o n s  d u r i n g  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  a t h e r o s c l e r o t i c  
l e s i o n  ( s e e  r e v i e w s  by Somlyo a nd  Som lyo ,  1 9 6 8 } W i s s l e r  
and  V e s s e l i n o v i t c h ,  1 9 6 8 ) .  The s t r u c t u r a l  m o d i f i c a t i o n s  
c o n s i s t  o f  a  p r o g r e s s i v e  d i l a t i o n  o f  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  
r e t i c u l u m ,  I n c r e a s e  i n  t h e  num ber  o f  r i b o s o m e s  a n d  m i t o c h o n ­
d r i a ,  p r e s e n c e  o f  a  p r o m i n e n t  G o l g i  c o m p le x ,  c r o w d in g  o f  t h e  
m y o f i l a m e n t s  t o  t h e  p e r i p h e r y  o f  t h e  c e l l  a nd  t h e  l o s s  o f  
p a r t s  o f  t h e  b a s a l  l a m i n a  a d j a c e n t  t o  t h e  c e l l  s u r f a c e .
The f e a t u r e s  t h a t  c h a r a c t e r i z e  m o d i f i e d  sm oo th  m u s c le  c e l l s  
i n  v i v o  w ere  a l s o  p r e s e n t  i n  v a s c u l a r  sm ooth  m u s c le  c e l l s  
f ro m  a t h e r o s c l e r o s i s - s u s c e p t i b l e  W h i te  C a r n e a u  p i g e o n s
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m a i n t a i n e d  I n  c e l l  c u l t u r e  f o r  1 0 - 1 6  d a y s .  I t  I s  n o t e w o r t h y  
t h a t ,  a s  i n  v i v o , t h e s e  c e l l u l a r  c h a n g e s  o c c u r r e d  p r i o r  t o  
t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  m o r p h o l o g i c a l l y  d e t e c t a b l e  l i p i d .  The 
i n c r e a s e  i n  t h e  " m e t a b o l i c  m a c h i n e r y "  ( g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  
r e t i c u l u m ,  r i b o s o m e s ,  m i t o c h o n d r i a ,  and  G o l g i  c o m p lex )  o f  
t h e  c u l t u r e d  sm oo th  m u s c l e  c e l l s  f u r t h e r  I l l u s t r a t e s  t h e  
s i m i l a r i t y  b e tw e e n  t h e s e  c e l l s  and  t h e  c e l l s  o f  t h e  a t h e r o ­
s c l e r o t i c  l e s i o n  s i n c e  i t  h a s  b e e n  r e c e n t l y  e m p h a s i z e d  t h a t  
t h e  m e t a b o l i c  p r o c e s s e s  o f  m y o - l n t i m a l  c e l l s  a r e  g r e a t l y  
a c c e l e r a t e d  d u r i n g  a t h e r o g e n e s i s  i n  v i v o  ( P a r k e r  a n d  O d la n d ,  
1 96 6 ;  W i s s l e r ,  1 9 6 8 ) .
D u r i n g  t h e  1 0 - l 6 - d a y  c u l t u r e  p e r i o d ,  W hite  C a r n e a u  
a o r t i c  sm oo th  m u s c le  c e l l s  a p p e a r e d  f i b r o b l a s t - l i k e  a n d  
c o n t a i n e d  e x t e n s i v e  d i l a t e d  c i s t e r n a e  o f  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  
r e t i c u l u m  w h i l e  p a r a l l e l  Show R a c e r  c e l l s  l a c k e d  s i m i l a r  
e x t e n s i v e  c i s t e r n a l  d i l a t i o n s  and  a p p e a r e d  more d i f f e r e n t i a t e d .  
W he th e r  t h e  f i b r o b l a s t - l i k e  sm oo th  m u sc le  c e l l s  a r o s e  f ro m  
t h e  d e d i f f e r e n t i a t i o n  o f  p r e - e x i s t i n g  d i f f e r e n t i a t e d  c e l l s  i n  
t h e  m o n o l a y e r  o r  w e re  e x t e n d e d  i n t e r m e d i a t e  s t a g e s  i n  t h e  
d e v e l o p m e n t  o f  t h e  sm oo th  m u sc le  c e l l  (W igh t  e t  a l . ,  1972)  
c a n n o t  be a s c e r t a i n e d  f r o m  t h e s e  o b s e r v a t i o n s  a l o n e .  T hese  
two p o s s i b i l i t i e s  a r e  p r e s e n t e d  s c h e m a t i c a l l y :
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P a r t i a l l y  d i f f e r e n t i a t e d  
SMC i n  v i v o
I
D e d i f f e r e n t i a t e d  SMC 
( 0 - 5  d a y s  I n  v i t r o )
I
P a r t i a l l y  r e d i f f e r e n t i a t e d  SMC 
( 5 - 1 0  d a y s  i n  v i t r o )
D i f f e r e n t i a t e d  SMC 
( 1 0 - 1 6  d a y s  i n  v i t r o )
P a r t i a l l y  d e d i f f e r e n t i a t e d  SMC Foam c e l l
( 1 0 - 2 4  d a y s  i n  v i t r o )  ^ ( 2 0 - 2 4  d a y s
i n  v i t r o )
Cooke and  S m i t h  (1 9 6 8 )  h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  m o d i f i e d  sm oo th  
m u s c le  c e l l s  a r i s e  f r o m  t h e  d e d i f f e r e n t i a t i o n  o f  p r e - e x i s t i n g  
m a t u r e  sm o o th  m u sc le  c e l l s  i n  t h e  a r t e r i a l  w a l l  d u r i n g  
a t h e r o g e n e s i s  i n  t h e  p i g e o n .  F u r t h e r m o r e ,  t h e s e  w o r k e r s  h a v e  
d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  m o d i f i e d  sm oo th  m u sc le  c e l l s  e v e n t u a l l y  
a c c u m u l a t e  l i p i d  and  fo rm  fo am  c e l l s .  These r e s u l t s ,  c o u p l e d  
w i t h  t h e  o b s e r v a t i o n s  i n  t h i s  s t u d y ,  s u g g e s t  t h a t  t h e  m o d i ­
f i e d  sm ooth  m u s c le  c e l l  w h i c h  c o n t a i n s  e x t e n s i v e  g r a n u l a r  
e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  i s  a  p r e l i m i n a r y  s t a g e  i n  t h e  f o r m a t i o n  
o f  l i p i d - l a d e n  foam c e l l s .  S i n c e  a  m a^ o r  d i f f e r e n c e  i n  t h e  
am oun t  and  d i s t r i b u t i o n  o f  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  
i n  v a s c u l a r  sm o o th  m u s c le  c e l l s  was o b s e r v e d  b e tw e e n  s u s ­
c e p t i b l e  a n d  r e s i s t a n t  b r e e d s ,  i t  i s  s u g g e s t e d  t h a t  c h a n g e s  
i n  t h i s  o r g a n e l l e  a r e  p r e r e q u i s i t e  t o  l i p i d  a c c u m u l a t i o n .
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The i n t i m a t e  a s s o c i a t i o n  o f  t h e  c i s t e r n a e  o f  g r a n u l a r  e n d o ­
p l a s m i c  r e t i c u l u m  w i t h  l i p i d  i n c l u s i o n s  l e n d s  a d d i t i o n a l  
s u p p o r t  t o  t h i s  s u g g e s t i o n .  F u r t n e r m o r e ,  Cooke a n d  S m i th  
(1 9 6 8 )  r e p o r t  t h a t  v a c u o l e s  ( l i p i d )  w i t h i n  foam c e l l s  f ro m  
a t h e r o s c l e r o t i c  l e s i o n s  i n  r f h i t e  C a r n e a u  p i g e o n s  a p p e a r  t o  
be d e r i v e d  f rom  d i l a t e d  c i s t e r n a e  o f  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  
r e t i c u l u m .  B a l l s  e t  a l .  ( 1 9 6 4 )  o b s e r v e d  t h a t  g r o u p s  o f  
s m a l l  d e n s e  p a r t i c l e s  r e s e m b l i n g  r i b o s o m e s  s u r r o u n d e d  l i p i d  
d r o p l e t s  i n  sm oo th  m u s c le  c e l l s  f ro m  human l e s i o n s ,  c r e a t i n g  
t h e  I m p r e s s i o n  t h a t  a t  l e a s t  some o f  t h e  l i p i d  o r i g i n a t e d  i n  
t h e  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m .  A l t h o u g h  d i l a t i o n  o f  t h e  
c i s t e r n a e  o f  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  i s  a  g e n e r a l  
r e s p o n s e  o f  many c e l l  t y p e s  t o  c e l l u l a r  i n j u r y  (Trump a n d  
E r i c s s o n ,  1 9 6 7 )  a nd  i s  a l s o  c h a r a c t e r i s t i c  o f  c e l l s  i n v o l v e d  
i n  p r o t e i n  s y n t h e s i s  f o r  s e c r e t i o n  ( R o ss  and  B e n d i t t ,  1 9 6 5 ;  
R o ss  a n d  K l e b a n o f f ,  196 7 )*  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t h i s  f e a t u r e  i n  
c e l l u l a r  a t h e r o g e n e s i s  h a s  n o t  b e e n  e m p h a s i z e d .  The f u n c ­
t i o n a l  r o l e  o f  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  i n  l i p i d  
a c c u m u l a t i o n  n e e d s  f u r t h e r  c l a r i f i c a t i o n .
The a p p a r e n t  t r a n s f o r m a t i o n  o f  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  
r e t i c u l u m  t o  a g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  o b s e r v e d  i n  
c u l t u r e d  v a s c u l a r  sm o o th  m u s c l e  c e l l s  i n  t h i s  s t u d y ,  c o u p l e d  
w i t h  t h e  s i m u l t a n e o u s  a c c u m u l a t i o n  o f  l i p i d ,  f u r t h e r  s u g g e s t s  
a  f u n c t i o n a l  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  m em branes  o f  t h e  e r g a s t o -  
p l a s m  and  i n t r a c e l l u l a r  l i p i d  a c c u m u l a t i o n .  R e c e n t  w o rk  h a s  
c o n f i r m e d  t h a t  sm oo th  m em branes  o f  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  
c a n  o r i g i n a t e  f ro m  e l e m e n t s  o f  t h e  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c
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r e t i c u l u m  by r l b o s o m a l  d e t a c h m e n t  w i t h  a c c o m p a n y in g  c h a n g e s  
I n  enzyme a c t i v i t y  o f  t h e  m em branes  ( C h e d ld  and  N a i r ,  1 9 7 2 ) ,  
O b s e r v a t i o n s  i n  f a t  a b s o r b i n g  c e l l s  o f  i n t e s t i n a l  e p i t h e l i u m  
h a v e  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  t r a n s f o r m a t i o n  r e f l e c t s  a  p a t t e r n  o f  
i n c r e a s e d  l i p i d  s y n t h e s i s  ( F r i e d m a n  a nd  C a r d e l l ,  1 9 7 2 ) .
S e v e r a l  a d d i t i o n a l  o b s e r v a t i o n s  made i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y  
s u g g e s t  t h a t  a t  l e a s t  some o f  t h e  l i p i d  i n  c u l t u r e d  v a s c u l a r  
sm oo th  m u s c l e  c e l l s  i s  b i o s y n t h e s i z e d .
1 )  The p r e s e n c e  o f  sm o o th  membranous " b l e b s ' 1 i n  c l o s e  
p r o x i m i t y  t o  l i p i d  d r o p l e t s  h a s  b e e n  c o r r e l a t e d  
w i t h  l i p i d  s y n t h e t i c  a c t i v i t y  ( C a r d e l l  e t  a l . ,
1 9 6 7 ;  Lacy  and  T a y l o r ,  1 9 6 2 ) .
2 )  The p r e s e n c e  o f  a g r a n u l a r  c i s t e r n a e  i n  c l o s e  
a s s o c i a t i o n  w i t h  l i p i d  d r o p l e t s  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  
o b s e r v e d  i n  c e l l s  t h a t  a r e  a c t i v e l y  i n v o l v e d  i n  
s t e r o i d  s y n t h e s i s  (Adams and  H e r t i g ,  1969 a , b ;
O r i s p  e t  a l . ,  1 9 7 0 ;  Long a n d  J o n e s ,  1 9 6 7 )*  The 
m a j o r  l i p i d s  t h a t  a c c u m u l a t e  i n  a t h e r o s c l e r o t i c  
l e s i o n s  and  c u l t u r e d  a r t e r i a l  c e l l s  f ro m  White  
O a r n e a u  p i g e o n s  a r e  p r e c u r s o r s  o f  s t e r o l s  
( s q u a l e n e ) ,  s t e r o l s  ( c h o l e s t e r o l ) ,  a n d  e s t e r s  o f  
s t e r o l s  ( c h o l e s t e r o l  e s t e r )  ( N i c o l o s i  e t  a l . ,
1 9 7 2 ) ,  and  t h e  enzym es  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  s y n ­
t h e s i s  o f  s t e r o l s  a r e  fo u n d  i n  t h e  m ic r o s o m a l  
f r a c t i o n  o f  t h e  c e l l  ( F r a n t z ,  1 9 6 7 )*
3) The i n t i m a t e  a s s o c i a t i o n  o f  t h e  G o l g i  c o m p lex  w i t h  
l i p i d  d r o p l e t s  i s  i n d i c a t i v e  o f  l i p i d  s y n t h e s i s  
( C l a u d e ,  1 9 7 0 ;  H a m i l t o n  and  L e Q u i r e ,  1 9 6 7 ;  H a m i l t o n  
e t  a l . ,  1 9 6 7 ;  M ahley  e t  a l , ,  1 9 7 1 ;  S t e i n  an d  
S t e i n ,  1 9 6 7 ) .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  c o n c e n t r i c a l l y  
s h a p e d  G o l g i  c o m p lex  and  t h e  c r e s c e n t r i c  s a c c u l e s  
o f  t h e  G o l g i  a l s o  o c c u r  i n  s t e r o i d  p r o d u c i n g  c e l l s  
(Adams and  H e r t i g ,  1 9 6 9 a ;  Long and  J o n e s ,  1 9 6 7 )*  
However  t h e  r o l e  o f  t h e  G o l g i  c o m plex  i n  s t e r o i d  
m e t a b o l i s m  h a s  n o t  b e e n  d e t e r m i n e d .
L i p i d  s y n t h e s i s  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  t h e  a r t e r i a l  
w a l l  o f  many s p e c i e s ,  i n c l u d i n g  man ( s e e  r e v i e w s  by D a y to n  
an d  H a s h i m a t o ,  1 9 7 0 ;  W i s s l e r  a n d  V e s s e l i n o v i t c h ,  1 9 6 8 ) .
L o f l a n d  e t  a l .  (1 9 6 5 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  White  O a r n e a u
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p i g e o n  a o r t a  s y n t h e s i z e s  f a t t y  a c i d s  a nd  e s t e r l f l e s  them  t o  
c h o l e s t e r o l  a t  a n  a c c e l e r a t e d  r a t e  a s  t h e  s e v e r i t y  o f  
a t h e r o s c l e r o s i s  I n c r e a s e s .  S u b s e q u e n t l y ,  S t .  C l a i r  e t  a l .  
(1968)  d e m o n s t r a t e d  t h a t  p e r f u s e d  a r t e r i a l  s e g m e n t s  f r o m  
W hite  C a r n e a u  p i g e o n s  a n d  humans s y n t h e s i z e d  l a r g e  a m o u n t s  
o f  s q u a l e n e  ( 3 0 - 6 0 #  o f  t h e  t o t a l  l i p i d ) ,  J h i r t h e r m o r e ,  t h i s  
g r o u p  showed t h a t  s q u a l e n e  s y n t h e s i s  was e n h a n c e d  a s  a o r t i c  
a t h e r o s c l e r o s i s  became more  s e v e r e .  R e c e n t l y ,  N i c o l o s i  e t  
a l .  (1 97 2 )  fo u n d  t h a t  s q u a l e n e  was t h e  m a j o r  l i p i d  c l a s s  
p r e s e n t  i n  c e l l s  o f  d e v e l o p i n g  a t h e r o s c l e r o t i c  l e s i o n s  
and  a o r t a  c e l l  c u l t u r e s  f ro m  W hite  C a r n e a u  p i g e o n s .  T h ese  
r e s u l t s  n o t  o n l y  c o n f i r m  t h e  I m p o r t a n c e  o f  s q u a l e n e  I n  l i p i d  
a c c u m u l a t i o n  d u r i n g  a t h e r o g e n e s i s  b u t  a l s o  s u g g e s t  t h a t  
c e l l u l a r  l i p i d  m e t a b o l i c  p a t t e r n s  i n  v i t r o  r e s e m b l e  c e l l u l a r  
l i p i d  m e t a b o l i c  p a t t e r n s  i n  v i v o . The m o r p h o l o g i c a l  e v i d e n c e  
f o r  l i p i d  s y n t h e s i s  p r e s e n t e d  I n  t h e  c u r r e n t  s t u d y ,  c o u p l e d  
w i t h  p r e v i o u s  b i o c h e m i c a l  e v i d e n c e ,  s u g g e s t s  t h a t  l i p i d  
s y n t h e s i s  I s  a  s i g n i f i c a n t  c o n t r i b u t i n g  f a c t o r  I n  t h e  a c ­
c u m u l a t i o n  o f  l i p i d  i n  v a s c u l a r  sm oo th  m u s c le  c e l l s  o f  t h e  
W hite  C a r n e a u  p i g e o n .  R a d i o i s o t o p i c  a n d  a u t o r a d i o g r a p h i c  
s t u d i e s  a r e  c u r r e n t l y  i n  p r o g r e s s  t o  v e r i f y  t h e s e  f i n d i n g s .
O t h e r  o r g a n e l l e  c h a n g e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  a c c u m u l a ­
t i o n  o f  l i p i d  w i t h i n  t h e s e  c u l t u r e d  c e l l s  r e s e m b l e  t h o s e  
d e s c r i b e d  f o r  v a s c u l a r  sm oo th  m u s c l e  c e l l s  a c c u m u l a t i n g  
l i p i d  i n  v i v o . The am oun t  o f  m y o f i b r i l s  I n  l i p i d - l a d e n  
sm oo th  m u s c le  c e l l s  i s  c o n s i d e r a b l y  l e s s  t h a n  i n  n o n - i n v o l v e d  
c e l l s ,  and  t h e  m y o f i b r i l s  a r e  c o n f i n e d  t o  t h e  p e r i p h e r a l
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p o r t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m  ( s e e  r e v i e w  by  Somlyo and  Som lyo ,  
1 9 6 8 ) .  The b a s a l  l a m i n a  w h i c h  s u r r o u n d s  t h e  sm oo th  m u s c l e  
c e l l s  i s  n o t  c o m p l e t e  and  i s  o f t e n  t h i c k e n e d  (Cooke a nd  
S m i t h ,  1 9 6 8 ) .  Some o f  t h e  m i t o c h o n d r i a  s u r r o u n d i n g  l i p i d  
d r o p l e t s  i n  c u l t u r e d  White  C a r n e a u  c e l l s  a p p e a r e d  t o  h a v e  
l o s t  i n t e r n a l  s t r u c t u r e  a nd  t h e  c r i s t a e  m i t o c h o n d r i a l e s  w e r e  
l e s s  d i s t i n c t  t h a n  t h o s e  i n  n o n - l i p i d  c o n t a i n i n g  c e l l s .  I n  
a  p r e v i o u s  l i g h t  m i c r o s c o p e  s t u d y ,  S m i th  e t  a l .  ( 1 9 6 6 ) 
r e p o r t e d  t h a t  c e l l s  c u l t u r e d  f r o m  a t h e r o s c l e r o B i s - s u s c e p t i b l e  
W hite  C a r n e a u  p i g e o n s  c o n t a i n e d  m i t o c h o n d r i a  w h ic h  l a c k e d  
ATPase a c t i v i t y  w h i l e  p a r a l l e l  c e l l s  f r o m  a t h e r o s c l e r o s i s -  
r e s i s t a n t  Show R a c e r  p i g e o n s  p o s s e s s e d  n o r m a l  m i t o c h o n d r i a .  
F u r t h e r m o r e ,  t h e s e  a u t h o r s  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  d e f i c i e n t  m i t o ­
c h o n d r i a  become e n l a r g e d  and  f o r m  l i p i d  v a c u o l e s .  A l t h o u g h  
t h e  r e s u l t s  o f  p r e s e n t  s t u d y  d e m o n s t r a t e  some a l t e r a t i o n  i n  
m i t o c h o n d r i a l  s t r u c t u r e  w i t h  l i p i d  a c c u m u l a t i o n ,  no e x a m p le s  
o f  m i t o c h o n d r i a l  d e g e n e r a t i o n  i n t o  l i p i d  v a c u o l e s  w ere  
o b s e r v e d .  A t  t h i s  p o i n t ,  no e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  d i s c r e p a n c y  
e x i s t s , a n d  f u r t h e r  work  i s  n e e d e d  b e f o r e  t h e s e  c o n f l i c t i n g  
r e s u l t s  c a n  be r e s o l v e d .
The m a j o r  t y p e s  o f  l i p i d  i n c l u s i o n s  p r e s e n t  i n  
c u l t u r e d  W hite  C a r n e a u  v a s c u l a r  sm o o th  m u s c le  c e l l s  r e s e m b l e d  
t h o s e  fo u n d  i n  a n i m a l  and  human a t h e r o s c l e r o t i c  l e s i o n s .
The l e a s t  f r e q u e n t l y  o b s e r v e d  fo rm  h ad  a  l a m e l l a t e d  u l t r a ­
s t r u c t u r e  a n d  r e s e m b l e d  m y e l i n  (Bloom a n d  F a w c e t t ,  1 9 6 8 )  a s  
d e s c r i b e d  i n  s e v e r a l  s t u d i e s  o f  a t h e r o s c l e r o s i s  ( B a l l s  e t  a l . ,  
1 9 6 4 ;  G eer  e t  a l . ,  1 9 6 1 ;  P a r k e r  and  O d la n d ,  1 9 6 6 ;  S t i l l  a nd
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O ' N e a l ,  19 6 2 ;  Thomas and  O ' N e a l ,  1 9 5 9 ;  W e l l e r ,  1 9 6 6 ;  W e l l e r  
e t  a l . ,  1 9 6 8 ) .  T h i s  t y p e  o f  l i p i d  i n c l u s i o n  c o n t a i n s  
c h o l e s t e r o l  and  p h o s p h o l i p i d  ( W e l l e r ,  1 9 6 7 )*  The p r e d o m i n a n t  
l i p i d  I n c l u s i o n s  w ere  t y p i c a l l y  r o u n d  w i t h  a n  o c c a s i o n a l l y  
i r r e g u l a r  b o r d e r ,  m o d e r a t e l y  e l e c t r o n  d e n s e ,  and  u s u a l l y  
l i m i t e d  by  a  d i s c o n t i n u o u s  m em brane .  S i m i l a r  l i p i d  i n c l u s i o n s  
h a v e  b e e n  o b s e r v e d  i n  b o t h  human ( B a l l s  e t  a l . ,  1 9 6 4 ;  G e e r ,  
1 9 6 5 ;  G eer  e t  a l . ,  1 9 6 1 ;  G eer  e t  a l . ,  1 9 6 8 ; G h id o n i  a nd  
O ' N e a l ,  1 9 6 7 ;  M a r s h a l l  e t  a l . ,  1 9 6 6 ;  S t i l l  and  M a r r i o t t ,
1 9 6 4 ;  W e l l e r  e t  a l . ,  1 9 6 8 ) ,  and a n i m a l  a t h e r o s c l e r o s i s  
(B uck ,  1 9 6 2 ;  Im a i  e t  a l . ,  1 9 6 6 ;  K n i e r i e m ,  1 9 6 7 ;  McCombs e t  
a l . ,  1 9 6 9 ;  R o b i s o n  e t  a l . ,  1 9 7 1 ;  S t i l l  a nd  O 'N e a l ,  1 9 6 2 ) .
The e x a c t  c h e m i c a l  n a t u r e  o f  t h e s e  l i p i d  i n c l u s i o n s  i s  n o t  
known. A l t h o u g h  r e t i c u l a t e d ,  r i n g - s h a p e d  and  v a c u o l a r  l i p i d  
f o rm s  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  i n  sm oo th  m u s c le  c e l l s  o f  a t h e r o ­
s c l e r o t i c  l e s i o n s  f ro m  v a r i o u s  s p e c i e s ,  i n c l u d i n g  man ( B a l l s  
e t  a l . ,  1 9 6 4 ;  Cooke and  S m i t h ,  1 9 6 8 ;  G e e r ,  1 96 5 ;  G eer  e t  a l . ,  
1 9 6 1 ;  G h i d o n i  and  O ' N e a l ,  1 9 6 7 ;  H a u s t  a n d  More ,  1 9 6 3 ;  Im a i  
e t  a l . ,  1 9 6 6 ;  M c G i l l  and  G e e r ,  1 9 6 3 ;  P a r k e r  and  O d la n d ,  1 9 6 6 ; 
R o b i s o n  e t  a l . ,  1 9 7 1 ;  S c o t t  e t  a l . ,  1 9 6 7 ;  Thomas e t  a l . ,
1963)*  t h e y  w e re  n o t  o b s e r v e d  i n  t h e  c u l t u r e d  v a s c u l a r  sm oo th  
m u s c le  c e l l s  f ro m  p i g e o n s .  S i n c e  t h e  c h e m i c a l  n a t u r e  o f  t h e s e  
l i p i d  f o r m s  h a s  n o t  y e t  b e e n  d e t e r m i n e d ,  I t  I s  n o t  c e r t a i n  
w h e t h e r  t h e y  r e p r e s e n t  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  l i p i d  o r  e x t r a c t i o n  
damage i n c u r r e d  d u r i n g  t i s s u e  p r o c e s s i n g .
O t h e r  l i p i d  f o r m s  w h i c h  a r e  p r e s e n t  i n  c u l t u r e d  
v a s c u l a r  sm ooth  m u s c l e  c e l l s ,  s u c h  a s  d r o p l e t s  b o unded  by
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p o r t i o n s  o f  m y o f i l a m e n t s ,  a n d  l y s o s o m a l  b o d i e s ,  have  a l s o  
b e e n  o b s e r v e d  w i t h i n  c e l l s  o f  d e v e l o p i n g  a t h e r o s c l e r o t i c  
l e s i o n s  i n  man ( B a l l s  e t  a l . ,  1 9 6 4 ;  G e e r ,  1 9 6 5 ;  M a r s h a l l  e t  
a l . ,  1 9 6 6 ) .
The d e n s e  o s m l o p h i l l c  l i p i d  i n c l u s i o n s  p r e s e n t  I n  
c u l t u r e d  m y o - l n t i m a l  foam c e l l s  do n o t  c o r r e s p o n d  t o  t h e  
l i p i d  v a c u o l e s  t h a t  a r e  p r e s e n t  i n  m y o - i n t l m a l  foam  c e l l s  i n  
t h e  p i g e o n  (Cooke and  S m i t h ,  19 68 )  a nd  human ( B a l l s  e t  a l . ,  
1 96 4 ;  G e e r  e t  a l . ,  1 9 6 1 ;  G h i d o n i  and  O ' N e a l ,  19 6 7 ;  H a u s t  e t  
a l . ,  1 9 6 2 ;  M a r s h a l l  e t  a l . ,  1 9 6 6 ;  M c G i l l  and  G e e r ,  1 9 6 3 ) .
One r e a s o n  f o r  t h i s  d i f f e r e n c e  m ig h t  be t h a t  v a c u o l e s  i n  foam 
c e l l s  i n  v i v o  r e p r e s e n t  e x t r a c t e d  l i p i d  w h i l e  t h e  l i p i d  i n  
c u l t u r e d  foam c e l l s  was n o t  e x t r a c t e d .  S i n c e  t h e  t h i n  1 - 2  
m ic r o n  c u l t u r e  m o n o l a y e r  w ou ld  a l l o w  f o r  maximum p e n e t r a t i o n  
o f  t h e  f i x a t i v e  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  much t h i c k e r  b l o c k  o f  
t i s s u e  f ro m  i n  v i v o  s t u d i e s ,  t h i s  s u g g e s t i o n  a p p e a r s  
r e a s o n a b l e .
S i n c e  m o s t  o f  t h e  c u l t u r e d  foam c e l l s  c o u l d  be  
r e c o g n i z e d  a s  b e i n g  d e r i v e d  f ro m  sm oo th  m u s c l e  c e l l s ,  t h e s e  
r e s u l t s  c o n f i r m  e a r l i e r  i n  v i v o  f i n d i n g s  w h ic h  d e m o n s t r a t e d  
t h a t  foam  c e l l s  w e r e  d e r i v e d  f ro m  sm o o th  m u s c l e  c e l l s  i n  
t h e  a t h e r o s c l e r o t i c  l e s i o n  o f  t h e  r f h l t e  C a r n e a u  p i g e o n  
(Cooke a n d  S m i t h ,  1 9 6 8 ) .
I n  c o n c l u s i o n ,  a  m a j o r  e v e n t  i n  t h e  p a t h o l o g y  o f  
a t h e r o s c l e r o s i s ,  n a m e ly ,  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  l i p i d  i n  
v a s c u l a r  sm oo th  m u sc le  c e l l s  a n d  t h e  f o r m a t i o n  o f  foam  c e l l s ,  
h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  v i t r o . F u r t h e r m o r e ,  t h i s  p r o c e s s
20
h a s  b e e n  shown t o  be s i m i l a r  t o  t h e  s e q u e n c e  o f  e v e n t s  t h a t  
t a k e  p l a c e  i n  sm oo th  m u s c l e  c e l l s  o f  d e v e l o p i n g  a t h e r o ­
s c l e r o t i c  l e s i o n s  i n  v i v o . The r e s u l t s  o f  t h i s  s t u d y  s u g ­
g e s t  t h a t  an  a l t e r a t i o n  i n  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  i n  
smooth  m u s c le  c e l l s  f r o m  a t h e r o s c l e r o s i s - s u s c e p t i b l e  s p e c i e s  
l e a d s  t o  l i p i d  a c c u m u l a t i o n ,  and i t  i s  f u r t h e r  s u g g e s t e d  
t h a t  t h i s  a l t e r a t i o n  may r e f l e c t  c h a n g e s  i n  l i p i d  s y n t h e s i s  
by t h e  v a s c u l a r  smooth  m u s c le  c e l l s .
21
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Figure 1. A. portion of a .fhite Oarneau vascular 
smooth myoblast from a 10-day culture. Small 
(0.2-0.4 micron) lipid droplets (L) are randomly 
scattered throughout the cytoplasm. Most of the 
cytoplasm consists of ribosomes which occur in 
small rosetts (p) and linear aggregates (circles), 
together with numerous thin filaments (arrow) and 
microtubules (mt). Bundles of myofilaments (MF) 
are restricted to the peripheral portion of the 
cytoplasm. Granular endoplasmic reticulum is 
present, some of which is cut tangentlally (ger). 




Figure 2. Portion of a Show Racer vascular smooth 
muscle cell from a 10-day culture showing three 
different types of cellular inclusions. Two 
osmiophillc lipid droplets (L) of uniform density 
are present, one of which is in contact with a 
membrane bound inclusion body containing electron 
dense flocculent material (Ly). A small lamellated 
inclusion (arrow) can be seen within one of the mem­
brane bound bodies. Myofibril (MF). X 29,700*
Bar r e p r e s e n t s  1 m ic r o n .
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F i g u r e  3 .  P o r t i o n  o f  a  sm oo th  m u s c le  c e l l  f ro m  a  1 6 -  
day W h i te  G a r n e a u  a o r t a  c e l l  c u l t u r e .  The p e r i n u c l e a r  
c y t o p l a s m  i s  f i l l e d  w i t h  e n l a r g e d  d i l a t e d  c l s t e r n a e  
o f  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( l o n g  a r r o w ) .  Myo­
f i b r i l s  ( s h o r t  a r r o w )  w i t h  a s s o c i a t e d  d e n s e  b o d i e s  a r e  
c o n f i n e d  t o  t h e  p e r i p h e r a l  c y t o p l a s m .  No b a s a l  l a m i n a  
can  be s e e n  a d j a c e n t  t o  t h e  p l a s m a  membrane i n  t h i s  
c e l l .  N u c l e u s  ( N ) .  X 1 2 , 3 9 0 .  B a r  r e p r e s e n t s  
1 m i c r o n .
F i g u r e  4 .  P o r t i o n  o f  t h e  p e r i n u c l e a r  c y t o p l a s m  
( n u c l e u s  n o t  shown) o f  a  1 6 - d a y  c u l t u r e d  White  
C a r n e a u  v a s c u l a r  sm ooth  m u s c le  c e l l .  E x t e n s i v e  
d i l a t i o n s  o f  c l s t e r n a e  o f  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c ­
u lum ( g e r )  a r e  p r o m i n e n t  w h i c h  c o n t a i n  a  l a r g e  
num ber  o f  r i b o s o m e s  a t t a c h e d  t o  t h e i r  m e m b ran e s .  
Membrane bound  v e s i c l e s ,  d e v o i d  o f  a t t a c h e d  r i b o s o m e s  
b u t  c o n t a i n i n g  m a t e r i a l  s i m i l a r  t o  t h a t  fo u n d  w i t h  
t h e  c l s t e r n a e  o f  t h e  g e r ,  c a n  be  s e e n  i n  t h e  v i c i n i t y  
o f  t h e  g e r  ( a r r o w ) .  A p a i r  o f  c e n t r l o l e s  ( c )  i s  
p r e s e n t  and a  l i p i d  d r o p l e t  (L ) c a n  be s e e n  i n  t h e  
u p p e r  r i g h t  h a n d  c o r n e r  o f  t h i s  m i c r o g r a p h .  Myo­
f i l a m e n t s  (MF).  X 1 9 * 0 0 0 .  B ar  r e p r e s e n t s  1 m ic ro n *
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F i g u r e  5 .  P o r t i o n  o f  a  1 6 - d a y  c u l t u r e d  r f h l t e  C a r n e a u  
v a s c u l a r  sm oo th  m u s c l e  c e l l  c o n t a i n i n g  e x t e n s i v e  d i ­
l a t e d  c l s t e r n a e  o f  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  
( g e r ) .  T h i s  c e l l  i s  i d e n t i f i e d  a s  a  m o d i f i e d  smooth  
m u s c le  c e l l  by t h e  p r e s e n c e  o f  m y o f i b r i l s  (MF) c o n ­
f i n e d  t o  t h e  p e r i p h e r y  o f  t h e  c e l l  and  s u r f a c e  v e s ­
i c l e s  ( a r r o w )  a l o n g  t h e  p la s m a  m em brane .  A f i l a ­
m e n to u s  m a t e r i a l  ( f i )  o f  u n d e t e r m i n e d  n a t u r e  i s  a s ­
s o c i a t e d  w i t h  t h e  s u r f a c e  o f  t h i s  c e l l .  Membrane 
bound i n c l u s i o n  b o d i e s  (Ly) r e s e m b l i n g  l y s o s o m e s  a s  
w e l l  a s  s m a l l  l i p i d  I n c l u s i o n s  (L) a r e  p r e s e n t  i n  t h e  
c y t o p l a s m .  X 3 6 , 0 0 0 .  Bar  r e p r e s e n t s  0 . 5  m i c r o n .
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F i g u r e  6 .  A p o r t i o n  o f  a  1 6 - d a y  c u l t u r e d  r f h i t e  
O a rn e a u  v a s c u l a r  sm ooth  m u s c l e  c e l l  c o n t a i n i n g  n u m e r ­
ous  r o u n d e d  d i l a t e d  c l s t e r n a e  o f  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  
r e t i c u l u m  ( g e r ) .  M y o f i b r i l s  (MF).  X 1 9 * 5 0 0 .  B ar  
r e p r e s e n t s  1 m i c r o n .
F i g u r e  7 .  A h i g h  m a g n i f i c a t i o n  o f  two d i l a t e d  c i s -  
t e r n a e  o f  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  f o r m i n g  
r o u n d e d  v e s i c l e s  p r e s e n t  i n  a  1 6 - d a y  c u l t u r e d  t f h i t e  
O a r n e a u  a o r t i c  sm oo th  m u s c l e  c e l l .  The r i b o s o m e s  
( a r r o w )  a r e  s t i l l  a t t a c h e d  t o  t h e  m em branes  b u t  a r e  
l e s s  n u m e ro u s  a nd  s p a c e d  f a r t h e r  a p a r t  t h a n  n o r m a l l y  
s e e n  on t h e  m em branes  o f  n o n - d i l a t e d  g r a n u l a r  e n d o ­
p l a s m i c  r e t i c u l u m .  X 9 1 * 5 0 0 .  B a r  r e p r e s e n t s  
0 . 2 5  m i c r o n .
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F i g u r e  8 a .  High m a g n i f i c a t i o n  o f  a  ro u n d ed  d i l a t e d  
c i s t e r n a e  o f  g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( g e r )  
i n t i m a t e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  a  l i p i d  d r o p l e t  (L) f rom  
a l 6 - d a y  c u l t u r e d  White C a rn e a u  a o r t a  c e l l .  A l t h o u g h  
no d l s c e r n a b l e  membrane s u r r o u n d s  t h e  l i p i d  d r o p l e t ,  
h e a v i l y  s t a i n e d  r i b o s o m e s  ( a r r o w )  a p p e a r  t o  l i e  on 
t h e  edge  o f  t h e  l i p i d  i n c l u s i o n .  X 8 0 , 4 0 0 .  Bar  
r e p r e s e n t s  0 . 2 5  m i c r o n .
F i g u r e  8 b .  A p o r t i o n  o f  a  1 6 - d a y  c u l t u r e d  W hite  
O a rn eau  v a s c u l a r  smooth m u s c le  sho w in g  t h e  c l o s e  
c o n t a c t  b e tw ee n  t h e  c i s t e r n a e  o f  g r a n u l a r  e n d o p la s m ic  
r e t i c u l u m  ( g e r )  a n d  a l i p i d  d r o p l e t  ( L ) .  X 6 3 , 9 0 0 .  
Bar  r e p r e s e n t s  0 . 2 5  m i c r o n .
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F i g u r e  9 .  A p o r t i o n  o f  a  2 4 - d a y  c u l t u r e d  White  
C a r n e a u  v a s c u l a r  sm oo th  m u s c le  sh o w in g  two l a r g e  
l i p i d  i n c l u s i o n s  (L) i n  t h e  p r o c e s s  o f  f u s i n g .  The 
b o r d e r s  o f  t h e  i n c l u s i o n s  a r e  s l i g h t l y  i r r e g u l a r  and 
a p p e a r  t o  be l i m i t e d  by a  d i s c o n t i n u o u s  membrane i n  
some a r e a s  ( l o n g  a r r o w ) .  T u b u l e s  o f  a g r a n u l a r  e n d o ­
p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( s e r )  a r e  p r o m i n e n t  i n  r e g i o n s  
s u r r o u n d i n g  t h e  l i p i d  d r o p l e t s  and  o f t e n  come i n t o  
c l o s e  c o n t a c t  w i t h  t h e  d r o p l e t s .  Membrane bound  
s t r u c t u r e s  c o n t a i n i n g  e l e c t r o n  d e n s e  f l o c c u l e n t  
m a t e r i a l  a r e  a l s o  p r e s e n t  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  t h e  
l i p i d  d r o p l e t s  ( s h o r t  a r r o w ) .  M i t o c h o n d r i a  a r e  
n um ero u s  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  t h e  l i p i d  d r o p l e t s .  Myo­
f i b r i l  (MF),  b a s a l  l a m i n a  ( b l ) ,  m i t o c h o n d r i a  (m ) .
X 4 5 , 2 0 0 .  Bar r e p r e s e n t s  0 . 5  m ic r o n .
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F i g u r e  1 0 ,  A p o r t i o n  o f  a  2 4 - d a y  c u l t u r e d  W hite  
G a rn e a u  v a s c u l a r  sm ooth  m u s c le  c e l l  i n v o l v e d  i n  t h e  
e a r l y  s t a g e s  o f  l i p i d  a c c u m u l a t i o n .  The l a r g e r  l i p i d  
d r o p l e t s  ( l )  a r e  l o c a t e d  i m m e d i a t e l y  a d j a c e n t  t o  t h e  
n u c l e u s  (N) c a u s i n g  a d i s t o r t i o n  i n  t h e  n u c l e a r  c o n ­
t o u r .  T h i s  c e l l  i s  r e c o g n i z e d  a s  a  m o d i f i e d  sm ooth  
m u s c le  c e l l  by t h e  p e r i p h e r a l  l o c a t i o n  o f  t h e  myo­
f i b r i l s  ( a r r o w )  and  d e n s e  b o d i e s ,  a b u n d a n t  g r a n u l a r  
e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( g e r ) ,  nu m ero u s  m i t o c h o n d r i a  
(m) a n d  f r a g m e n t a r y  b a s a l  l a m i n a  ( b l ) .  N o te  t h e  e x ­
t e n s i v e  d i s t r i b u t i o n  o f  b a s a l  l a m i n a  l i k e  m a t e r i a l  i n  
t h e  e x t r a c e l l u l a r  s p a c e  ( l o n g  a r r o w ) .  N u c l e u s  (N ) .
X 1 0 , 6 0 0 .  B ar  r e p r e s e n t s  1 m i c r o n .
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F i g u r e  1 1 .  A p o r t i o n  o f  a  2 4 - d a y  c u l t u r e d  i / h i t e  
C a r n e a u  v a s c u l a r  sm ooth  m u s c le  c e l l  show in g  t h e  
p e r i n u c l e a r  c o n c e n t r a t i o n  o f  l i p i d  I n c l u s i o n s .  Most 
o f  t h e  l i p i d  d r o p l e t s  a p p e a r  t o  be l i m i t e d  by a  mem­
b r a n e  ( a r r o w ) .  T h in  b a n d s  o f  m y o f i b r i l s  (MF) a r e  r e ­
s t r i c t e d  t o  t h e  p e r i p h e r a l  c y t o p l a s m .  A s m a l l  G o lg i  
c o m plex  (G) i s  p r e s e n t .  Two o f  t h e  l i p i d  d r o p l e t s  
c a n  be s e e n  l y i n g  a g a i n s t  t h e  n u c l e u s  c a u s i n g  a  d i s ­
t o r t i o n  i n  i t s  c o n t o u r .  A f r a g m e n t a r y  b a s a l  l a m i n a  
( s h o r t  a r r o w )  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  c e l l  s u r f a c e  i n  
t h e  l o w e r  l e f t  h a n d  c o r n e r  o f  t h e  m i c r o g r a p h .  F r a g ­
m e n t s  o f  b r o k e n  c e l l s  a r e  p r e s e n t  i n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  
s p a c e .  N u c l e u s  ( N ) . X 1 6 , 0 0 0 .  B a r  r e p r e s e n t s  1 m i c r o n .
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F i g u r e  1 2 .  A p o r t i o n  o f  a  2 4 - d a y  c u l t u r e d  .tfhite 
C a m e a u  sm oo th  m u s c le  c e l l  c o n t a i n i n g  l a r g e  l i p i d  
i n c l u s i o n s .  These  I n c l u s i o n s  a r e  p a r t i a l l y  l i m i t e d  
by a  membrane ( a r r o w ) • Membrane bound i n c l u s i o n s  
(Ly)  c o n t a i n i n g  n o n -h o m o g e n e o u s  e l e c t r o n  d e n s e  p a r ­
t i c u l a t e  m a t e r i a l  a r e  a l s o  a b u n d a n t .  A t h i c k e n e d  
b a s a l  l a m i n a  ( b l )  c a n  be s e e n  a d j a c e n t  t o  some p o r ­
t i o n s  o f  t h e  p l a s m a  m em brane .  N u c l e u s  ( N ) .  X 9 , 1 0 0 .  
B a r  r e p r e s e n t s  1 m i c r o n .
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F i g u r e  1 3 .  A l o n g i t u d i n a l  s e c t i o n  o f  a 2 1 - d a y  c u l ­
t u r e d  White  C a r n e a u  v a s c u l a r  sm o o th  m u s c le  c e l l .  The 
c y t o p l a s m  c o n s i s t s  o f  a n a s t o m o s i n g  t u b u l e s  o f  a g r a n u l a r  
e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( s e r ) ,  some o f  w h ic h  hav e  b e e n  
c u t  i n  c r o s s  s e c t i o n  ( a r r o w ) .  O c c a s i o n a l  r i b o s o m e s  
can  be s e e n  a t t a c h e d  t o  some o f  t h e s e  sm oo th  mem­
b r a n o u s  t u b u l e s  s u g g e s t i n g  a  " t r a n s i t i o n "  f r o m  g r a n u l a r  
e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  t o  a g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c ­
u lum ( t ) . A l i p i d  d r o p l e t  (L) i s  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  
w i t h  t h e  sm ooth  mem branous t u b u l e s .  M y o f i b r i l s  (MF), 
b a s a l  l a m i n a  ( b l ) .  X 4 9 , 3 0 0 .  B a r  r e p r e s e n t s  0 . 2 5  
m i c r o n .
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F i g u r e  1 4 .  A p o r t i o n  o f  a  2 1 - d a y  c u l t u r e d  W hite  
O a r n e a u  v a s c u l a r  sm oo th  m u s c le  c e l l .  The c e l l  p o s ­
s e s s e s  many l a r g e  l i p i d  i n c l u s i o n s .  A b u n d a n t  a g r a n ­
u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( s e r )  c o n s i s t i n g  o f  
p a r a l l e l  m em branes  s e p a r a t e d  by a n  a p p r o x i m a t e l y  
2 0 0 - 4 0 0  A s p a c e  a r e  f o u n d  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  
t h e  l i p i d  i n c l u s i o n s .  One l i p i d  i n c l u s i o n  (L) i s  
c o m p l e t e l y  s u r r o u n d e d  by t h e s e  m e m b ra n e s .  S m a l l  
" b l e b s "  c a n  be s e e n  p r o j e c t i n g  f ro m  t h e  a g r a n u l a r  
e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  i n  some r e g i o n s  ( a r r o w ) .  S m a l l  
6 0 0 - 9 0 0  A v e s i c l e s  (v )  a r e  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  
t h e s e  membranous b l e b s  and  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  t h e  
l i p i d  d r o p l e t s .  Lysosome ( L y ) ,  m y o f i b r i l  (MF), m i t o ­
c h o n d r i a  ( m ) .  X 3 3 * 4 0 0 .  B a r  r e p r e s e n t s  1 m i c r o n .
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F i g u r e  1 5 .  P o r t i o n  o f  a  2 4 - d a y  c u l t u r e d  Vfhite 
C a r n e a u  v a s c u l a r  sm oo th  m u s c le  c e l l  c o n t a i n i n g  two 
l i p i d  d r o p l e t s  p a r t i a l l y  e n c i r c l e d  by p a r a l l e l  mem­
b r a n e s  o f  t h e  a g r a n u l a r  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( s e r ) .  
Seg m en ts  o f  t h e  membranes  c a n  be s e e n  t o  merge w i t h  
t h e  d r o p l e t s  ( a r r o w ) .  X 6 4 , 5 0 0 .  Bar  r e p r e s e n t s  
0 . 5  m i c r o n .
F i g u r e  1 6 .  A l a r g e  l i p i d  d r o p l e t  i n  a  2 1 - d a y  c u l ­
t u r e d  r f h i t e  O a r n e a u  v a s c u l a r  sm o o th  m u s c le  c e l l  s u r ­
r o u n d e d  by m em branous  w h o r l s  c o n s i s t i n g  o f  c l o s e l y  
a p p o s e d ,  sm oo th  s u r f a c e d  m em branes  i n  c o n c e n t r i c  
p a r a l l e l  a r r a y .  X 5 4 , 5 0 0 .  B a r  r e p r e s e n t s  0 . 5  m i c r o n .

53
F i g u r e  1 7 .  A p o r t i o n  o f  a  v a s c u l a r  sm ooth  m u s c le  
c e l l  f ro m  a  2 1 - d a y  3how R a c e r  c u l t u r e .  T h i s  c e l l  i s  
e x t r e m e l y  " m o d i f i e d "  b u t  d o e s  c o n t a i n  s p a r s e  myo­
f i b r i l s  (MF) and  a  f r a g m e n t a r y  b a s a l  l a m i n a  ( d a r t s ) .  
Numerous s m a l l  G o l g i  c o m p le x e s  a r e  s c a t t e r e d  t h r o u g h ­
o u t  t h e  c y t o p l a s m  ( a r r o w s )  and  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  
l i p i d  i n c l u s i o n s  ( L ) .  N u c l e u s  ( N ) .  X 1 1 , 7 0 0 .  B a r  
r e p r e s e n t s  1 m i c r o n .
F i g u r e  1 7 .  I n s e r t .  A h i g h  m a g n i f i c a t i o n  o f  one o f  
t h e  G o l g i  c o m p le x e s  shown i n  F i g u r e  1 7 .  A l i p i d  i n ­
c l u s i o n  ( L ) c a n  be s e e n  i m m e d i a t e l y  a d j a c e n t  t o  t h e  
G o l g i  l a m e l l a e  ( G ) .  Numerous  s m a l l  G o l g i  v e s i c l e s  
s u r r o u n d  t h e  l a m e l l a e  and  a r e  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  
t h e  l i p i d  i n c l u s i o n  ( a r r o w ) .  X 4 4 , 2 0 0 .  B a r  r e p r e s e n t s  
1 m i c r o n .
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F i g u r e  1 8 .  A p o r t i o n  o f  a  2 1 - d a y  c u l t u r e d  t f h i t e  
G a rn e a u  v a s c u l a r  sm oo th  m u s c l e  c e l l .  G o lg i  m em branes  
(G) w i t h  a s s o c i a t e d  G o l g i  v e s i c l e s  ( a r r o w )  c a n  be s e e n  
I m m e d i a t e l y  a d j a c e n t  t o  t h e  l i p i d  d r o p l e t .  P a r t s  o f  
t h e  l i p i d  d r o p l e t  a r e  l i m i t e d  by a  m em brane .  M i t o ­
c h o n d r i a  (m) a r e  n u m ero u s  i n  t h e  v i c i n i t y  o f  t h e  l i p i d  
d r o p l e t .  B a s a l  l a m i n a  ( b l ) .  X 2 1 , 0 0 0 .  B ar  r e p r e s e n t s  
1 m i c r o n .
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i ' i g u r e  1 9 .  A low  m a g n i f i c a t i o n  o f  a n  e l o n g a t e  p o r t i o n  
o f  a  v a s c u l a r  sm oo th  m u s c le  c e l l  f r o m  a  2 1 - d a y  r f h i t e  
C a r n e a u  c u l t u r e .  A l l  o f  t h e  l i p i d  i n c l u s i o n s  a p p e a r  
u n i f o r m l y  e l e c t r o n  d e n s e  ( o s m i o p h l l i a ) e x c e p t  f o r  a  
t h i n ,  l e s s  e l e c t r o n  d e n s e  r i m  a r o u n d  t h e i r  b o r d e r s .  
Smooth membranes  a r e  a s s o c i a t e d  w i t h  some o f  t h e  
l i p i d  d r o p l e t s .  M y o f i b r i l s  (MF), b a s a l  l a m i n a  ( b l ) .  
The i n t e n s e  d a r k  p a r t i c l e  i n  t h e  c e n t e r  o f  t h i s  
m i c r o g r a p h  i s  a  c o n t a m i n a t i o n  a r t e f a c t .  X 1 0 , 0 0 0 .
Bar r e p r e s e n t s  1 m ic r o n .
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F i g u r e  2 0 .  A p o r t i o n  o f  a  m y o - i n t i m a l  foam c e l l  f rom  
a  2 1 - d a y  i h i t e  C a r n e a u  c u l t u r e .  C y to p la s m  i s  f i l l e d  
w i t h  e l e c t r o n  d e n se  l i p i d  i n c l u s i o n s .  Most  o f  t h e  
l i p i d  i n c l u s i o n s  p o s s e s s  a  l e s s  e l e c t r o n  d e n s e  o u t e r  
a r e a  a n d  a n  i n t e n s e l y  s t a i n i n g  m a t r i x .  A c l e a r  
v a c u o l e  c o n t a i n i n g  membrane f r a g m e n t s  i s  p r e s e n t  i n  
t h i s  c e l l  ( c v ) .  Some o f  t h e  l i p i d  d r o p l e t s  a r e  s e e n  
t o  m erge  w i t h  c y t o p l a s m i c  c o m p o n e n ts  s u c h  a s  m y o f i l a ­
m e n t s  ( a r r o w s ) .  A d i s c o n t i n u o u s  membrane l i m i t s  some 
o f  t h e  l i p i d  i n c l u s i o n s .  The c e l l  i s  r e c o g n i z e d  a s  
b e i n g  d e r i v e d  f rom  a  sm oo th  m u s c l e  c e l l  by t h e  p r e s ­
e n ce  o f  m y o f i b r i l s  (MF) w i t h  a s s o c i a t e d  d e n s e  b o d i e s  
and  a  p a r t i a l  b a s a l  l a m i n a  ( b l ) .  X 2 3 , 8 0 0 .  B a r  
r e p r e s e n t s  1 m i c r o n .
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SUMMARY
O p t im a l  c o n d i t i o n s  f o r  t h e  h i s t o c h e m i c a l  d e m o n s t r a ­
t i o n  o f  g l y c o s a m i n o g l y c a n s  (GAG) i n  a o r t a  c e l l  c u l t u r e s  f ro m  
a t h e r o s c l e r o s i s - s u s c e p t i b l e  W hite  C a r n e a u  and  a t h e r o s c l e r o s i s -  
r e s i s t a n t  Show R a c e r  p i g e o n s  w e re  d e t e r m i n e d ,  a n d  t h e  i n t r a ­
c e l l u l a r  a n d  e x t r a c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  o f  GAG i n  t h e s e  c e l l  
c u l t u r e s  i s  d e s c r i b e d ,  When t h e  d e g r e e s  o f  GAG and  l i p i d  
i n v o l v e m e n t  were com pared  t h r o u g h o u t  a  2 4 - d a y  c u l t u r e  p e r i o d ,  
i n t r a c e l l u l a r  GAG w as  fo u n d  t o  p r e c e d e  t h e  a p p e a r a n c e  o f  
l i p i d  v a c u o l e s ,  and  a s  l i p i d  a c c u m u l a t e d ,  b o t h  GAG and l i p i d  
c o - e x i s t e d  w i t h i n  t h e  v a c u o l e s .  F u r t h e r m o r e ,  W hite  C a r n e a u  
c u l t u r e s  c o n t a i n e d  s i g n i f i c a n t l y  more i n t r a c e l l u l a r  GAG t h a n  
c o r r e s p o n d i n g  Show R a c e r  c u l t u r e s  b o t h  p r e c e d i n g  and s u b ­
s e q u e n t  t o  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  l i p i d  v a c u o l e s .  A r e l a t i o n s h i p  
b e tw e e n  i n t r a c e l l u l a r  GAG, l i p i d  and  a t h e r o s c l e r o t i c  s u s c e p ­
t i b i l i t y  i s  p r o p o s e d .
i v
INTRODUCTION
G l y c o s a m i n o g l y c a n s  (GAG) a r e  n o r m a l  c o n s t i t u e n t s  o f
t h e  b l o o d  v e s s e l  w a l l  a n d  a r e  c l o s e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  f i b r o u s
p r o t e i n s  ( c o l l a g e n  a n d  e l a s t i n )  o f  t h e  e x t r a c e l l u l a r  space'*’.
D u r in g  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  e a r l y  a t h e r o s c l e r o t i c  l e s i o n ,
GAG i n c r e a s e  i n  a m o u n t s  a n d  a c c u m u l a t e  i n  t h e  i n t e r c e l l u l a r
2
s p a c e s  o f  t h e  a r t e r i a l  w a l l  • S i n c e  a  c l o s e  r e l a t i o n s h i p
h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  b e tw e e n  t h e  p r e s e n c e  o f  GAG a n d  l i p i d
3
a c c u m u l a t i o n  I n  b o t h  human a n d  a n i m a l  a r t e r i a l  l e s i o n s  , i t  
h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e s e  two s u b s t a n c e s  e x i s t  a s  a
com plex  i n  t h e  a t h e r o s c l e r o t i c  l e s i o n .  Gero  and  h i s  a s s o c i -
A—6 7a t e s  , a n y m o r e ,  r e c e n t l y ,  Levy and  Day' h a v e  shown c o n c l u ­
s i v e l y  t h a t  a o r t i c  GAG d i s p l a y  a  c a p a c i t y  t o  b i n d  l i p i d  i n  
v i t r o  a n d  s u g g e s t  t h a t  t h i s  G A G - l ip id  com plex  i s  a m a j o r  
f a c t o r  I n  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  l i p i d  i n  a t h e r o s c l e r o s i s .
A l t h o u g h  m o s t  s t u d i e s  I m p l i c a t e  GAG i n  t h e  e x t r a ­
c e l l u l a r  a c c u m u l a t i o n  o f  l i p i d ,  t h e i r  p o s s i b l e  r o l e  i n  t h e  
i n t r a c e l l u l a r  a c c u m u l a t i o n  o f  l i p i d  h a s  n o t  b e e n  I n v e s t i g a t e d .
T n i s  c o m m u n ic a t io n  d e s c r i b e s  t h e  h i s t o c h e m i c a l  
l o c a l i z a t i o n  o f  I n t r a c e l l u l a r  and  e x t r a c e l l u l a r  GAG i n  c u l ­
t u r e d  v a s c u l a r  sm o o th  m u s c le  c e l l s  f ro m  a t h e r o s c l e r o s i s -  
s u s c e p t i b l e  White  C a r n e a u  p i g e o n s .  E v id e n c e  I s  p r e s e n t e d  
w h ic h  d e m o n s t r a t e s  t h a t  GAG a n d  l i p i d  e x i s t  w i t h i n  t h e  same 
i n t r a c e l l u l a r  s t r u c t u r e s .  F u r t h e r m o r e ,  c o m p a r i s o n s  b e tw e e n  
c u l t u r e s  f ro m  a t h e r o s c l e r o s i s - s u s c e p t i b l e  t f h i t e  C a r n e a u  and  
a t h e r o s c l e r o s i s - r e s i s t a n t  Show R a c e r  p i g e o n s  i n d i c a t e
1
2d i f f e r e n c e s  I n  t h e  a m o u n ts  o f  i n t r a c e l l u l a r  GAG b e tw e e n  t h e s e  
two b r e e d s .  A r e l a t i o n s h i p  b e tw e e n  i n t r a c e l l u l a r  GAG, l i p i d  
and  a t h e r o s c l e r o t i c  s u s c e p t i b i l i t y  i s  p r o p o s e d *
3MATERIAL AUD METHODS
C e l l  C u l t u r e
P r i m a r y  a o r t a  c e l l  c u l t u r e s  f ro m  1 8 - d a y  W hite  C a r n e a u  
a n d  Show R a c e r  p i g e o n  em bryos  w e r e  p r e p a r e d  a c c o r d i n g  t o  t h e
Q
p r o c e d u r e  o f  S m i th  e t  a l  , C e l l s  were  grown on 6 X 30 mm
c o v e r s l i p s  i n  t u b e s  c o n t a i n i n g  1 ml o f  n u t r i e n t  medium
( E a g l e ' s  b a s a l  medium w i t h  0 . 1 4 6  mg L - g l u t a m i n e , 15#  h o r s e
se ru m  and  15#  c h i c k  embryo e x t r a c t  ) f o r  a  maximum o f  24
50
d a y s .  The medium was c h a n g e d  t h r e e  t i m e s  w e e k ly  d u r i n g  t h e  
c u l t u r e  p e r i o d .
H i s t o c h e m i c a l  P r o c e d u r e
F i x a t i o n . To d e t e r m i n e  o p t i m a l  c o n d i t i o n s  f o r  f i x a ­
t i o n  o f  GAG, s e v e r a l  d i f f e r e n t  f i x a t i v e s  w e r e  t e s t e d .  A t  
t h e  end o f  t h e  c u l t u r e  p e r i o d  ( 8 - 2 4  d a y s ) ,  t h e  c o v e r s l i p s  
w i t h  t h e i r  a t t a c h e d  m o n o l a y e r s  w ere  rem o ved  f r o m  t h e  medium, 
w a sh ed  b r i e f l y  (15 s e c o n d s )  i n  warm H a n k ' s  b a l a n c e d  s a l t  
s o l u t i o n  (3 7 °C )  a n d  p l a c e d  i n  one o f  t h e  f o l l o w i n g  f i x a t i v e s :  
2#  OsO^ v a p o r s  f o r  30  s e c o n d s ;  C a rn oy  f i x a t i v e  f o r  1^  h o u r s ;  
B o u i n ' s  s o l u t i o n  f o r  30 m i n u t e s ;  10# f o r m a l i n  w i t h  0 . 5 #  c e t y l  
p y r l d i n i u m  c h l o r i d e  f o r  1 h o u r ;  o r ,  L i l l i e ' s  l e a d  n i t r a t e -  
f o r m a l i n  m i x t u r e  f o r  30 m i n u t e s .
S t a i n s . S i n c e  more t h a n  one s t a i n  i s  u s u a l l y  r e -
9q u i r e d  t o  e s t a b l i s h  t h e  h i s t o c h e m i c a l  p r e s e n c e  o f  GAG , t h e  
f o l l o w i n g  s t a i n s  w e re  a p p l i e d  t o  r e p l i c a t e  f i x e d  m o n o l a y e r s :  
1#  a l c i a n  b l u e  a d j u s t e d  t o  pH 2 . 7  w i t h  3# a c e t i c  a c i d 1^ * 1 1 ;
1#  a l c i a n  b l u e  a d j u s t e d  t o  pH 2 . 7  w i t h  3# a c e t i c  a c i d  i n
41_2c o m b i n a t i o n  w i t h  p e r i o d i c  a c i d - S c h i f f  s t a i n  ; o r ,  H a l e ' s  
c o l l o i d a l  i r o n  s t a l n 1 ^ a s  m o d i f i e d  by Mowry1 2 , S i n c e  L i l l i e ' s  
l e a d  n i t r a t e - f o r m a l i n  f i x a t i o n  f o l l o w e d  by  t h e  c o l l o i d a l  i r o n  
r e a c t i o n  p r o d u c e d  t h e  m o s t  I n t e n s e  i n t r a c e l l u l a r  and  e x t r a ­
c e l l u l a r  s t a i n i n g  o f  t h e  m o n o l a y e r s ,  t h i s  c o m b i n a t i o n  waB 
u s e d  f o r  s u b s e q u e n t  s t a i n i n g  s p e c i f i c i t y  t e s t s .  A l c i a n  b l u e  
f o l l o w i n g  l e a d  n i t r a t e - f o r m a l i n  f i x a t i o n  p r o d u c e d  a  s i m i l a r  
e x t e n t  o f  s t a i n i n g  b u t  t h e  c o l o r  d e v e l o p m e n t  was l e s s  I n t e n s e .  
To d e m o n s t r a t e  l i p i d ,  t h e  m o n o l a y e r s  w e re  f i x e d  i n
1/6 OsO^ v a p o r s  f o r  30 s e c o n d s  and  s t a i n e d  w i t h  o i l  r e d  0 i n
T4 I S  i s o p r o p a n o l  * .
S t a i n  s p e c i f i c i t y  t e s t s .  I n  o r d e r  t o  e s t a b l i s h  t h e
s p e c i f i c i t y  o f  t h e  c o l l o i d a l  i r o n  r e a c t i o n  f o r  GAG, t h e
f o l l o w i n g  t e s t s  w e re  made:
C h e m ic a l  b l o c k a d e . M o n o l a y e r s  w e re  t r e a t e d  w i t h
0 .5N HC1 i n  a b s o l u t e  m e t h a n o l  f o r  15 m i n u t e s  a t  
16 X T6o°C * t o  fo rm  m e t h y l  e s t e r s  o f  t h e  a c i d i c  g r o u p s  
i n  t h e  GAG m o l e c u l e .  C o n t r o l  c o v e r s l i p s  w erp  e x p o s e d  
t o  a b s o l u t e  m e t h a n o l  a t  room t e m p e r a t u r e  f o r  a  s i m i l a r  
t im e  p e r i o d .  B l o c k a g e  o f  c o l l o i d a l  i r o n  s t a i n i n g  by 
m e t h y l a t l o n  i n d i c a t e s  t h a t  c a r b o x y l  a n d / o r  s u l f a t e  
g r o u p s ,  w h i c h  a r e  t h e  m a j o r  r e a c t i v e  g r o u p s  o f  t h e
18GAG m o l e c u l e ,  a r e  p r e s e n t  w i t h i n  t h e  s t a i n i n g  s i t e s  • 
A l l  o f  t h e  i n t r a c e l l u l a r  a n d  e x t r a c e l l u l a r  c o l l o i d a l  
i r o n  s t a i n i n g  was a b o l i s h e d  a f t e r  a  15 m i n u t e  
m e t h y l a t l o n  w h i l e  c o n t r o l  m o n o l a y e r s  w e re  n o t  
a f f e c t e d .
5L l p l d  e x t r a c t i o n . To e l i m i n a t e  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t
c o l l o i d a l  i r o n  s t a i n i n g  was due t o  a c i d i c  l i p i d s
I n s t e a d  o f  GAG, t h e  f i x e d  m o n o l a y e r s  w ere  e x t r a c t e d
19w i t h  a  m i x t u r e  o f  c h l o r o f o r m - m e t h a n o l  ( 2 : 1 )  f o r  
15 m i n u t e s  and  s u b s e q u e n t l y  s t a i n e d  f o r  e i t h e r  l i p i d  
( o i l  r e d  0) o r  GAG ( c o l l o i d a l  i r o n ) .  C o n t r o l  c e l l s  
w h ic h  had  n o t  been  e x t r a c t e d  w ere  a l s o  s t a i n e d  f o r  
l i p i d  o r  GAG. M o n o l a y e r s  t h a t  were  e x t r a c t e d  r e ­
m a in e d  c o l l o i d a l  i r o n  p o s i t i v e  b u t  d i d  n o t  e x h i b i t  
l i p i d  s t a i n i n g .  N o n - e x t r a c t e d  c o n t r o l  m o n o l a y e r s  
s t a i n e d  p o s i t i v e l y  f o r  l i p i d .
Enzyme d i g e s t i o n . S i n c e  t e s t i c u l a r  h y a l u r o n l d a s e
h y d r o l y z e s  s p e c i f i c  GAG ( h y a l u r o n i c  a c i d ,  a nd
, 9
c h o n d r o l t i n  s u l f a t e s  A and C) , t h e  u s e  o f  t h i s
enzyme s e r v e s  a s  a s e n s i t i v e  a s s a y  f o r  t h e  p r e s e n c e
o f  t h e s e  GAG. F i v e  mg o f  t e s t i c u l a r  h y a l u r o n l d a s e
(Mann R e s e a r c h  L a b o r a t o r i e s )  w ere  d i s s o l v e d  i n  t h e
c u l t u r e  medium (1 m l)  and I n c u b a t e d  w i t h  t h e  mono-
20l a y e r s  f o r  24 h o u r s  . F o l l o w i n g  i n c u b a t i o n ,  t h e  
m o n o l a y e r s  w ere  f i x e d  and  s t a i n e d  f o r  GAG a s  p r e ­
v i o u s l y  d e s c r i b e d .  M o n o l a y e r s  n o t  i n c u b a t e d  w i t h  t h e  
enzyme s e r v e d  a s  c o n t r o l s .  T e s t i c u l a r  h y a l u r o n l d a s e  
s i g n i f i c a n t l y  r e d u c e d  b u t  d i d  n o t  e l i m i n a t e  a l l  
i n t r a c e l l u l a r  and e x t r a c e l l u l a r  s t a i n i n g  o f  GAG.
S i n c e  t h i s  enzyme d o e s  n o t  h y d r o l y z e  some GAG s u c h  
a s  c h o n d r o l t i n  s u l f a t e  B t h e  r e m a i n i n g  s t a i n e d  
m a t e r i a l  may r e p r e s e n t  h y a l u r o n i d a s e - r e s i s t a n t  GAG.
6H i s t o c h e m i c a l  Method f o r  E s t i m a t i n g  L i p i d  and  GAG I n  M o n o la y e r  
C u l t u r e s
To d e t e r m i n e  w h e t h e r  d i f f e r e n c e s  e x i s t e d  i n  t h e
d e g r e e  o f  GAG a n d  l i p i d  s t a i n i n g  b e tw e e n  a t h e r o s c l e r o s i s -
s u s c e p t i b l e  W hite  C a r n e a u  and  a t h e r o s c l e r o s i s - r e s i s t a n t  Show
R a c e r  p i g e o n  a o r t a  c e l l  c u l t u r e s ,  a p p r o x i m a t e l y  100 p a r a l l e l
m o n o l a y e r s  o f  e a c h  b r e e d  w ere  s t a i n e d  a n d  e v a l u a t e d  f o r  l i p i d
and  GAG c o n t e n t .  S i n c e  many o f  t h e  v a c u o l e s  i n  t h e s e  c u l t u r e d
c e l l s  s t a i n e d  w i t h  o i l  r e d  0 a n d  a l l  v a c u o l e s  w e re  o b s e r v e d
t o  be o s m i o p h l l i c  i n  a  p r e v i o u s  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  s t u d y  o f  
21t h e s e  c u l t u r e s  , a n  e s t i m a t e  o f  t h e  num ber  o f  v a c u o l e s  p e r
c e l l  s e r v e d  a s  a n  i n d e x  f o r  t o t a l  c e l l u l a r  l i p i d  i n v o l v e m e n t .
(The p r e s e n c e  o f  o i l  r e d  0 n e g a t i v e  v a c u o l e s  may r e f l e c t  t h e
a c c u m u l a t i o n  o f  s q u a l e n e  s i n c e  t h i s  p a r t i c u l a r  l i p i d  d o e s  n o t
22t a k e  u p  t h e  o i l  r e d  0 s t a i n  a n d  p r e v i o u s  b i o c h e m i c a l  s t u d i e s  
i n d i c a t e d t h a t  s q u a l e n e  was t h e  m o s t  p r o m i n e n t  l i p i d  w i t h i n  
t h e s e  c u l t u r e d  c e l l s 2 '* .)  V a c u o l i z a t i o n  was e s t i m a t e d  a c c o r d ­
i n g  t o  t h e  f o l l o w i n g  sc h em e :
Grade  1 :  0 - 2  v a c u o l e s  p e r  c e l l
Grade  2 :  more t h a n  2 v a c u o l e s  b u t  l e s s  t h a n
1 / 3  o f  t h e  c y t o p l a s m  i n v o l v e d
Grade  3 :  1 / 3 - 2 / 3  o f  t h e  c y t o p l a s m  i n v o l v e d
Grade  4 :  g r e a t e r  t h a n  2 / 3  o f  t h e  c y t o p l a s m
i n v o l v e d
A p p r o x i m a t e l y  2 0 - 3 0  c e l l s  i n  f o u r  d i f f e r e n t  m i c r o s c o p i c  
f i e l d s  f ro m  e a c h  m o n o la y e r  t h a t  had b e e n  s t a i n e d  f o r  GAG w ere  
ex am in e d  a t  250  X and  g r a d e d  f o r  d e g r e e  o f  v a c u o l i z a t i o n  and 
p r e s e n c e  o f  i n t r a c e l l u l a r  s t a i n e d  m a t e r i a l .
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D i s t r i b u t i o n  o f  S t a i n e d  M a t e r i a l
E x t r a c e l l u l a r . S t a i n i n g  o f  GAG was o f t e n  l o c a l i z e d  
i n  " l a k e s 11 a n d / o r  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e  i n t e r c e l l u l a r  
s p a c e s  o f  t h e  m o n o l a y e r s  ( P i g .  1 ) .  E x t r a c e l l u l a r  f i b e r s  
e x h i b i t e d  p o s i t i v e  s t a i n i n g  ( F i g .  2 ) ,  a n d  o f t e n ,  l a r g e  
a m o rp h o u s  m a s s e s  o f  c o l l o i d a l  i r o n  p o s i t i v e  m a t e r i a l  were  
a t t a c h e d  t o  t h e  s u r f a c e  o f  some o f  t h e  c e l l s  ( F i g .  3 ) .  A 
t h i n  r i m  o f  s t a i n  was f r e q u e n t l y  p r e s e n t  a r o u n d  t h e  c e l l s  
( F i g .  2 ) .
I n t r a c e l l u l a r . S m a l l  g r a n u l e s  and  l a r g e  v a c u o l e s  
e x h i b i t e d  a  m ark e d  a f f i n i t y  f o r  t h e  c o l l o i d a l  i r o n  s t a i n .  
The s m a l l  g r a n u l e s  w e re  u s u a l l y  c o n f i n e d  t o  t h e  p e r i n u c l e a r  
r e g i o n  o f  t h e  c e l l  ( F i g .  4)  o r  s p r e a d  t h r o u g h o u t  t h e  c y t o ­
p l a s m  ( F i g .  5 ) .  The l a r g e  v a c u o l e s  w e r e  e i t h e r  p a r t i a l l y  
o r  c o m p l e t e l y  f i l l e d  w i t h  s t a i n e d  m a t e r i a l  ( F i g .  6 ) .
S i m i l a r  v a c u o l e s  a l w a y s  s t a i n e d  p o s i t i v e l y  f o r  l i p i d  w i t h  
e i t h e r  o i l  r e d  0 o r  OsO^ ( F i g .  7 ) .
E s t i m a t i o n  o f  GAG a n d  L i p i d  i n  P a r a l l e l  M o n o la y e r  C u l t u r e s  
o f  W hite  C a r n e a u  a n d  Show R a c e r  P i g e o n  A o r t a s
W hite  G a rn e a u  m o n o l a y e r s  o f t e n  c o n t a i n e d  c e l l s  w i t h  
more l i p i d  v a c u o l e s  t h a n  p a r a l l e l  c e l l s  f ro m  Show R a c e r  
m o n o l a y e r s  ( T a b l e  I ) .  When t h e s e  v a c u o l i z a t i o n  d i f f e r e n c e s  
w ere  o b s e r v e d ,  White  G a r n e a u  m o n o l a y e r s  a l s o  c o n t a i n e d  
s i g n i f i c a n t l y  more c e l l s  t h a t  s t a i n e d  f o r  i n t r a c e l l u l a r  GAG 
a t  2 4  d a y s  i n  c u l t u r e  ( T a b l e  I ) .  The a p p a r e n t  d i f f e r e n c e
8a t  16 d a y s  was n o t  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t  due t o  t h e  w id e  
v a r i a t i o n  i n  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  t h a t  s t a i n e d  f o r  GAG.
TABLE I
A o r t a  C e l l  C u l t u r e s  E x h i b i t i n g  V a c u o l i z a t i o n  D i f f e r e n c e s  
S t a i n e d  f o r  GAG
W hite  C a r n e a u Show R a c e r
Days i n Mean % c e l l s  s t a i n e d Mean % c e l l s  s t a i n e d
c u l t u r e v a c u o l e f o r  i n t r a c e l l u ­ v a c u o l e f o r  i n t r a c e l l u ­
g r a d e l a r  GAG g r a d e l a r  GAG
16 2 . 9 ( 1 4 ) 2 5 . 8 ±  7 . 3 * ’ ^ 1 . 5 ( 1 4 ) 1 4 . 5 ±  6 . 3
24 2 . 2 ( 1 2 ) 5 8 . 3±. 6 . 9  » 1 . 4 ( 1 2 ) 1 6 . 5 ±  6 . 6 °
a .  V a l u e s  a r e  means ±  S .E .M .  f o r  t h e  num ber  o f  c u l t u r e s  
shown i n  p a r e n t h e s e s *
b .  S i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  ( p < 0 . 0 1 )  by t - t e s t  f o r  p a i r e d  
s a m p l e s .
c .  S i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  ( p < O . O O l )  by t - t e s t  f o r  p a i r e d  
s a m p l e s .
O c c a s i o n a l l y ,  p a r a l l e l  c u l t u r e s  f ro m  b o t h  b r e e d s  c o n t a i n e d  
c e l l s  t h a t  p o s s e s s e d  n o  v a c u o l e s  o r  w e re  o n l y  s l i g h t l y  
v a c u o l a t e d  a n d  no v a c u o l i z a t i o n  d i f f e r e n c e s  b e tw e e n  b r e e d s  
w e re  o b s e r v e d .  I n  t h i s  c a s e ,  W hite  C a r n e a u  m o n o l a y e r s  s t i l l  
c o n t a i n e d  s i g n i f i c a n t l y  more c e l l s  w h i c h  s t a i n e d  p o s i t i v e l y  
f o r  i n t r a c e l l u l a r  GAG t h a n  c o r r e s p o n d i n g  Show R a c e r  c u l t u r e s  
a t  24  d a y s  ( T a b l e  I I ) .
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A o r t a  C e l l  C u l t u r e s  E x h i b i t i n g  N£ V a c u o l i z a t i o n  D i f f e r e n c e s  
S t a i n e d  f o r  GAG
W hite  C a r n e a u Show R a c e r
Days i n Mean % c e l l s  s t a i n e d Mean % c e l l s  s t a i n e d
c u l t u r e v a c u o l e f o r  i n t r a c e l l u ­ v a c u o l e f o r  I n t r a c e l l u ­
g r a d e l a r  Ga G g r a d e l a r  GAG
16 1 . 4 ( 2 8 ) 2 8 . 2 ±  4 . 8 ^ * b 1 . 5 ( 2 8 ) 2 6 . 0  ± 5 . 6
24 1 . 4 ( 2 7 ) 4 7 . 2  ±  8 . 0  »c 1 . 3 ( 2 7 ) 2 8 . 1 ±  5 . 4 °
a .  V a l u e s  a r e  means  ±  S .E .M .  f o r  t h e  num ber  o f  c u l t u r e s  shown 
i n  p a r e n t h e s e s .
b .  S i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  (p  <  0 . 0 5 )  by t - t e s t  f o r  p a i r e d  
s a m p l e s .
c .  S i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  (p  <  0 . 0 1 )  by t - t e s t  f o r  p a i r e d  
s a m p l e s .
I n  b o t h  v a c u o l a t e d  a n d  n o n - v a c u o l a t e d  W hite  C a r n e a u  
m o n o l a y e r s ,  t h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  t h a t  s t a i n e d  f o r  i n t r a ­
c e l l u l a r  GAG s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  f r o m  1 6 - 2 4  d a y s  i n  
c u l t u r e J  h o w e v e r ,  no I n c r e a s e  i n  s t a i n i n g  was o b s e r v e d  i n  
Show R a c e r  m o n o l a y e r s  d u r i n g  t h i s  c u l t u r e  p e r i o d  ( f a b l e s  I  
a n d  I I ) .
I n  c e l l s  t h a t  c o n t a i n e d  no l i p i d  v a c u o l e s ,  I n t r a ­
c e l l u l a r  c o l l o i d a l  i r o n  s t a i n i n g  was f r e q u e n t l y  o b s e r v e d  i n  
t h e  fo rm  o f  s m a l l  g r a n u l e s  l o c a l i z e d  i n  t h e  p e r i n u c l e a r  
r e g i o n  o r  s p r e a d  t h r o u g h o u t  t h e  c y t o p l a s m  ( F i g s .  4 , 5 ) *  No 
c o m p a r a b l e  d i s t r i b u t i o n  o f  l i p i d  was o b s e r v e d  i n  s i m i l a r ,
n o n - v a c u o l a t e d  c e l l s  s t a i n e d  w i t h  o i l  r e d  0 o r  w i t h  OsO, a t
21
t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  l e v e l  . I n  c e l l s  t h a t  had
10
a c c u m u l a t e d  v a c u o l e s ,  more I n t r a c e l l u l a r ,  v a c u o l a r  c o l l o i d a l  
I r o n  s t a i n i n g  was o b s e r v e d  ( P i g .  6 ) ,  a n d  t h i s  s t a i n i n g  
i n c r e a s e d  a s  t h e  v a c u o l i z a t i o n  o f  t h e  c e l l  i n c r e a s e d .  T h i s  
p r o g r e s s i o n  i n  I n t r a c e l l u l a r  s t a i n i n g  i s  su m m ar ized  i n  t h e  
f o l l o w i n g  t a b l e .
TABLE I I I
I n t r a c e l l u l a r  GAG S t a i n i n g  v s .  V a c u o le  Grade i n  P i g e o n  A o r t a  
C e l l  C u l t u r e s
1




A r e a  o f  
s t a i n e d  
i r o n
c y t o p l a s m  
w i t n  c o l l o i d a l
0 -  -»-f +  +  + t  +  f  f
N o t e :  s t a i n i n g  was e s t i m a t e d  on t h e  b a s i s  o f  a r e a  o f  c y t o ­
p la s m  i n v o l v e d  u s i n g  a  s c a l e  s i m i l a r  t o  t h a t  u s e d  f o r  
d e g r e e  o f  v a c u o l i z a t i o n .
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DISCUSSION
H i s t o c h e m i c a l  P r o c e d u r e
T h e r e  I s  n o  g e n e r a l  a g r e e m e n t  on t h e  s u p e r i o r i t y  o f
a n y  one m ethod  f o r  t h e  h i s t o c h e m i c a l  d e m o n s t r a t i o n  o f  GAG I n
9t i s s u e  s e c t i o n s  • F o r  t h i s  r e a s o n ,  t h e  p r e l i m i n a r y  p a r t  o f  
t h i s  s t u d y  was d e s i g n e d  t o  d e t e r m i n e  o p t i m a l  c o n d i t i o n s  f o r  
t h e  h i s t o c h e m i c a l  l o c a l i z a t i o n  o f  i n t r a c e l l u l a r  and  e x t r a ­
c e l l u l a r  GAG i n  a o r t a  c e l l  c u l t u r e s  u s i n g  v a r i o u s  recommended 
f i x a t i v e s  a nd  s t a i n s .  The r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  L i l l i e ' s  
l e a d  n i t r a t e - f o r m a l i n  f i x a t i v e  a l l o w e d  t h e  b e s t  p r e s e r v a t i o n  
o f  GAG w h i l e  M o w ry 's  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  H a l e ' s  c o l l o i d a l  
i r o n  s t a i n  p r o d u c e d  t h e  m o s t  i n t e n s e  s t a i n i n g  o f  t h e  m o n o la y ­
e r s .  The c a t i o n i c  f i x a t i v e s  r e n d e r  t h e  GAG i n s o l u b l e  by
24p r e c i p i t a t i n g  th em  a s  t h e i r  s a l t s  • S u b s e q u e n t  t r e a t m e n t
o f  t h e s e  I n s o l u b l e  c o m p le x e s  w i t h  a  c a t i o n i c  dye a t  a  pH t h a t
a l l o w s  f o r  t h e  p r e f e r e n t i a l  d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  a c i d i c  g r o u p s
o f  t h e s e  c o m p le x e s  r e s u l t s  i n  t h e  s e l e c t i v e  and  s p e c i f i c
s t a i n i n g  o f  t h e  a n i o n i c  g r o u p s  i n  t h e  GAG m o l e c u l e .  The
s u p e r i o r  r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  t h i s  s t a i n  a r e  i n  a g r e e m e n t
25,26
w i t h  s e v e r a l  o t h e r s  who s u g g e s t  t h a t  t h e  c o l l o i d a l  i r o n
r e a c t i o n  i s  t h e  m o s t  a p p r o p r i a t e  h i s t o c h e m i c a l  m ethod  t o  
d e m o n s t r a t e  GAG. The s p e c i f i c i t y  o f  c o l l o i d a l  i r o n  f o r  GAG 
i n  t h i s  s t u d y  was c o n f i r m e d  by t h e  u s e  o f  c h e m i c a l  b l o c k a g e ,  
l i p i d  e x t r a c t i o n  and  enzyme d i g e s t i o n  t r e a t m e n t s  d e s c r i b e d  
i n  t h e  m a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s .
12
D i s t r i b u t i o n  o f  S t a i n e d  M a t e r i a l
The I n t r a c e l l u l a r  a n d  e x t r a c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  o f
s t a i n e d  m a t e r i a l  w i t h i n  t h e s e  m o n o l a y e r s  i n d i c a t e s  t h a t  GAG
a r e  i m p o r t a n t  c o n s t i t u e n t s  i n  p i g e o n  a o r t a  o e l l  c u l t u r e s *
A l t h o u g h  t h e  p r o d u c t i o n  o f  GAG h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n  c u l -  
27  28t u r e s  o f  human and  sw in e  a o r t a s ,  v e r y  few r e p o r t s  e x i s t
d e s c r i b i n g  t h e  i n t r a c e l l u l a r  p r e s e n c e  and  d i s t r i b u t i o n  o f
29GAG i n  c u l t u r e d  a o r t a  c e l l s  • R e c e n t  f i n d i n g s  have  demon­
s t r a t e d  a b n o r m a l l y  l a r g e  a m o u n ts  o f  s u l f u r  w i t h i n  c e l l u l a r
30v a c u o l e s  i n  c u l t u r e d  t f h l t e  G a r n e a u  a o r t a  c e l l s  • S i n c e  
s u l f u r  i s  a  m a j o r  e l e m e n t  o f  t h e  GAG m o l e c u l e ,  t h e s e  o b s e r v a ­
t i o n s  s u p p o r t  h i s t o c h e m i c a l  r e s u l t s  w h i c h  d e m o n s t r a t e  t h e  
p r e s e n c e  o f  GAG i n  v a c u o l e s  i n  c u l t u r e d  White  G a r n e a u  a o r t a  
c e l l s .  I n  a  p r e v i o u s  e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  s t u d y  o f  t h e s e  
c u l t u r e d  c e l l s ^ 1 , i t  was d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  m a j o r i t y  o f  
t h e  c e l l s  w e re  sm oo th  m u s c le  c e l l s .  T h e r e f o r e ,  t h e  r e s u l t s  
o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  i m p l i c a t e  v a s c u l a r  sm oo th  m u s c l e  c e l l s  
i n  t h e  s y n t h e s i s ,  a nd  a c c u m u l a t i o n  o f  GAG. A l t h o u g h  t h e  
r o l e  o f  v a s c u l a r  sm o o th  m u s c l e  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  GAG h a s  
n o t  b e e n  f i r m l y  e s t a b l i s h e d ,  r e c e n t  e v i d e n c e  h a s  shown t h a t
t h e s e  c e l l s  a r e  c a p a b l e  o f  p r o d u c i n g  o t h e r  c o m p o n e n ts  o f  t h e
32
e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  s u c h  a s  e l a s t l n  a n d  c o l l a g e n  • 
O r i g i n a l l y ,  t h e s e  m a c r o m o l e c u l e s ,  t o g e t h e r  w i t h  GAG, w e re  
t h o u g h t  t o  be e x c l u s i v e l y  s y n t h e s i z e d  by f i b r o b l a s t s  i n  
v a s c u l a r  t i s s u e .  How ever ,  o t h e r  r e c e n t  w ork  h a s  d e m o n s t r a t e d  
a  c l o s e  f u n c t i o n a l  a n d  m o r p h o l o g i c a l  r e l a t i o n s h i p  b e tw e e n  
f i b r o b l a s t s  a n d  sm ooth  m u s c l e  c e l l s  a n d  i t  a p p e a r s  t h e s e
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32 33two c e l l  t y p e s  a r e  c l o s e l y  r e l a t e d  i n  t h e  a o r t a  * •
E s t i m a t i o n  o f  GAG and  L i p i d  I n  P a r a l l e l  M o n o la y e r  C u l t u r e s  
o f  i l h l t e  C a rn e a u  and  Show R a c e r  P i g e o n  A o r t a s
The a p p e a r a n c e  o f  GAG b e f o r e  h i s t o l o g i c a l l y  demon­
s t r a b l e  l i p i d  w i t h i n  n o n - v a c u o l a t e d  c u l t u r e d  c e l l s  s u g g e s t B  
t h a t  GAG a c c u m u l a t e  p r i o r  t o  i n t r a c e l l u l a r  l i p i d  d e p o s i t i o n .
As l i p i d  v a c u o l e s  a c c u m u l a t e ,  GAG and l i p i d  a p p e a r  t o  c o ­
e x i s t  w i t h i n  t h e s e  i n c l u s i o n s .  S in c e  num erous  s t u d i e s  h a v e
■3
d e m o n s t r a t e d  t h a t  GAG a r e  c a p a b l e  o f  b i n d i n g  l i p i d  , i t  i s
s u g g e s t e d  t h a t  a  s i m i l a r  com plex  may be fo rm ed  w i t h i n  v a c u o l e s
o f  t h e  c u l t u r e d  smooth  m u sc le  c e l l s  i n  t h i s  s t u d y .  E l e c t r o n
m ic r o s c o p y  o f  t h e s e  c u l t u r e d  c e l l s  h a s  r e v e a l e d  t h a t ,  p r i o r
t o  l i p i d  a c c u m u l a t i o n ,  t h e  c i s t e m a e  o f  t h e  g r a n u l a r  e n d o -
21p l a s m l c  r e t i c u l u m  become e x t e n s i v e l y  d i l a t e d  . F u r t h e r m o r e ,
i t  was shown t h a t  a s  l i p i d  d r o p l e t s  a c c u m u l a t e .  t h e r e  was an
i n t i m a t e  a s s o c i a t i o n  o f  t h e  e n d o p la s m ic  r e t i c u l u m  w i t h  l i p i d
d r o p l e t s .  A s i m i l a r  a s s o c i a t i o n  was o b s e r v e d  b e tw e e n  l i p i d
d r o p l e t s  and  G o lg l  c o m plex .  S i n c e  g l y c o s a m i n o g l y c a n  s y n t h e s i s
i n v o l v e s  t h e  membranes o f  t h e  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  and  G o lg i  
34com plex  , a  r e l a t i o n s h i p  b e tw e e n  GAG and  l i p i d  a c c u m u l a t i o n  
i n  t h e s e  c e l l s  i s  s u g g e s t e d .  E l e c t r o n  m i c r o s c o p e  h i s t o ­
c h e m i s t r y  i s  n e e d e d  t o  l o c a l i z e  t h e  i n t r a c e l l u l a r  s i t e  o f  
GAG a c c u m u l a t i o n  and  c o n f i r m  t h i s  s u g g e s t i o n .
The g r e a t e r  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  t h a t  s t a i n  f o r  i n t r a ­
c e l l u l a r  GAG i n  t f h i t e  C a rn ea u  c u l t u r e s  a t  24 d a y s  s u g g e s t s  
t h a t  a o r t a  c e l l s  f ro m  t h i s  b r e e d  a r e  more a c t i v e l y  i n v o l v e d  
i n  s y n t h e s i s  a n d / o r  a c c u m u l a t i o n  o f  GAG t h a n  c o r r e s p o n d i n g
1 4
c e l l s  f ro m  Show R a c e r  c u l t u r e s .  T h i s  d i f f e r e n c e  was a p p a r e n t  
i n  t h o s e  e x p e r i m e n t s  when c e l l s  f ro m  t h e  White  C a r n e a u  mono­
l a y e r s  c o n t a i n e d  more l i p i d  v a c u o l e s  t h a n  c e l l s  f r o m  t h e  
r e s i s t a n t  Show R a c e r  c u l t u r e s  a s  w e l l  a s  when c e l l s  f rom  b o t h  
b r e e d s  c o n t a i n e d  v e r y  few  l i p i d  v a c u o l e s .  These  r e s u l t s  n o t  
o n ly  s u p p o r t  t h e  c o n c e p t  t h a t  i n t r a c e l l u l a r  GAG a p p e a r s  p r i o r  
t o  l i p i d  a c c u m u l a t i o n  b u t  a l s o  s u g g e s t  t h a t  i n t r a c e l l u l a r  GAG 
a c c u m u l a t i o n  may be r e l a t e d  t o  a t h e r o s c l e r o t i c  s u s c e p t i b i l i t y .  
These  i n  v i t r o  f i n d i n g s  a r e  i n t e r e s t i n g  i n  l i g h t  o f  s i m i l a r  
i n  v i v o  o b s e r v a t i o n s  w h ic h  d e m o n s t r a t e  t h a t  a t h e r o s c l e r o s i s -  
s u s c e p t i b l e  s p e c i e s  ( p i g e o n ,  c h i c k e n )  c o n t a i n  s i g n i f i c a n t l y
g r e a t e r  a m o u n ts  o f  a o r t i c  g l y c o s a m l n o g l y c a n s  t h a n  a t h e r o s c l e -
34 35r o s i s - r e s i s t a n t  s p e c i e s  ( r a t ,  m ouse ,  h a m s t e r )  '  . The
r e s u l t s  o f  t h e  p r e s e n t  s t u d y  d e m o n s t r a t e  t h a t  t h e s e  d i f f e r ­
e n c e s  i n  s u s c e p t i b i l i t y  may, i n  p a r t ,  be due t o  t h e  i n t r a ­
c e l l u l a r  a c c u m u l a t i o n  o f  GAG i n  a o r t a  c e l l s  o f  s u s c e p t i b l e  
s p e c i e s .
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F i g u r e  1 .  P a r t  o f  a n  a r e a  o f  c o n f l u e n t  g r o w t h  f r o m  
a  1 6 - d a y  . f h i t e  G a rn e a u  p i g e o n  a o r t a  c e l l  c u l t u r e .
Note  t h e  " l a k e s "  o f  p o s i t i v e  s t a i n i n g .  A l c i a n  b l u e  
x s a f r a n i n  0 .  X 3 0 0 .
F i g u r e  2 .  E x t r a c e l l u l a r  f i b e r s  s t a i n e d  w i t h  a l c l a n  
b lu e - P A S .  The p u r p l e  c o l o r  i n d i c a t e s  t h a t  t h e  f i b e r s  
a r e  s t a i n e d  w i t h  b o t h  a l c i a n  b l u e  ( b l u e )  and  PAS 
( p i n k ) . X 1 1 0 0 .
F i g u r e  3 .  Amorphous m a t e r i a l  a t t a c h e d  t o  t h e  s u r f a c e  
o f  a  c u l t u r e d  t f h i t e  G a r n e a u  a o r t i c  c e l l .  C o l l o i d a l  
i r o n  x s a f r a n i n  0 .  X 1 1 0 0 .
F i g u r e  4 .  P e r i n u c l e a r  d i s t r i b u t i o n  o f  g l y c o s a m i n o -  
g l y c a n s  i n  a  1 6 - d a y  c u l t u r e d  N h i t e  C a r n e a u  a o r t i c  
c e l l .  C o l l o i d a l  i r o n  x s a f r a n i n  0 .  X 1 1 0 0 .
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F i g u r e  5 .  G r a n u l a r  c y t o p l a s m i c  s t a i n i n g  o f  g l y c o -  
s a m i n o g l y c a n s  i n  a  1 6 - d a y  c u l t u r e d  White  C a r n e a u  
a o r t a  c e l l .  C o l l o i d a l  i r o n  x s a f r a n i n  0 .  X 1 1 0 0 .
F i g u r e  6 .  V a c u o l a r  l o c a l i z a t i o n  o f  g l y c o s a r a i n o -  
g l y c a n s  i n  a 2 4 - d a y  c u l t u r e d  W hite  C a r n e a u  a o r t i c  
c e l l .  C o l l o i d a l  i r o n  x s a f r a n i n  0 .  X 1 1 0 0 .
F i g u r e  7 .  A 2 4 - d a y  c u l t u r e d  White  C a r n e a u  a o r t i c  
c e l l  s t a i n e d  f o r  l i p i d .  O i l  r e d  0 .  X 1 1 0 0 .
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U n i v e r s i t y  o f  New H a m p sh i re  1 9 6 8 -1 9 7 2
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N a t i o n a l  D e f e n s e  E d u c a t i o n  A c t  (NDEA) 
p r e - d o c t o r a l  f e l l o w s h i p
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p r e - d o c t o r a l  f e l l o w s h i p
Sigma Xi
P h i  Sigma
P o s i t i o n s  h e l d
N a t i o n a l  D e f e n s e  E d u c a t i o n  A c t  
P r e - d o c t o r a l  F e l l o w
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New H a m p sh i re  H e a r t  A s s o c i a t i o n  
P r e - d o c t o r a l  F e l l o w
D e g re e s
B.A.
M.S.
P h .D .
D a t e s
1 9 6 6 -1 9 6 9
1 9 6 9 -1 9 7 0
1 9 7 0 -1 9 7 2
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